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A retinopatia diabética (RD) é a principal causa de cegueira adquirida em adultos em idade 
produtiva nos países desenvolvidos. A hipertensão (HA) é um importante fator de risco 
associado ao desenvolvimento da RD. O estresse oxidativo pode explicar como a 
hiperglicemia inicia os processos bioquímicos envolvidos na patogênese da RD. A retina 
possui vários mecanismos de defesa para minimizar o estresse oxidativo como “scavengers” 
de baixo peso molecular e sistemas enzimáticos. Sob condições do diabetes (DM), ocorre um 
aumento das espécies reativas, como o superóxido (O2•-) e óxido nítrico (NO•), conseqüentes 
da indução da reação da glicação. O produto desta reação, peroxinitrito (ONOO-), pode 
diretamente causar lesões em proteínas, lipídios e DNA. Embora muitos mecanismos 
patológicos da RD sejam focados nos danos vasculares, tem sido descrito que o DM também 
induza danos nas células de Müller da retina neural que pode anteceder as anormalidades 
vasculares. A neurodegeneração retiniana pode ser detectada pelo aumento da 
imunoreatividade da proteína ácidica fibrilar glial (GFAP) em astrócitos e em células de 
Muller. O acúmulo de matriz extracelular (ECM) é instrumental para a quebra de barreira 
hematoretiniana da retina presente precocemente na patogênese da RD. O objetivo deste 
estudo foi investigar a eficácia do antioxidante tempol, mimético da superóxido dismutase 
(SOD), na prevenção das alterações precoces na retina de um modelo de RD que combina 
hipertensão e diabetes. Foram utilizados neste estudo ratos espontaneamente hipertensos 
(SHR) e seu controle normotenso (WKY) com 4 semanas de idade. O diabetes foi induzido 
experimentalmente através de injeção intravenosa de estreptozotocina. Após a confirmação 
da indução do DM, os ratos SHR (DM-SHR) foram randomizados para receber ou não 
tratamento com injeção de tempol intraperitonealmente (DM-SHR-tempol). Após 20 dias, os 
ratos foram eutanaziados e suas retinas foram coletadas para extração de proteínas, ensaios 
colorimétricos e imunohistoquímica. Os animais diabéticos apresentaram os marcadores 
precoces de RD: houve aumento da expressão do GFAP no grupo SHR e DM-SHR 
comparado ao grupo WKY e aumento da FN no grupo DM-SHR comparado ao SHR e 
WKY. O balanço oxidativo, avaliado pela produção de superóxido e pelos produtos finais do 
óxido nítrico, assim como a defesa antioxidante, estimada pela expressão e atividade da 
Cu/Zn SOD, revelou um desequilíbrio acentuado no grupo DM-SHR em relação ao grupo 
SHR e WKY. Como resultado, o produto peroxinitrito detectada por imuno-histoquímica 
para nitrotirosina (NT) foi maior no grupo DM-SHR. A atividade da enzima poli (ADP-





óxido nítrico sintase induzida (iNOS) foram exacerbadas neste grupo. A administração do 
TEMPOL impediu o dano oxidativo, reduziu a ativação exacerbada da PARP e diminuiu os 
níveis de i-NOS nos ratos DM-SHR. Como conseqüência, os marcadores estruturais precoce 
da RD, GFAP e FN, foram prevenidos pelo TEMPOL. Estes resultados fornecem uma base 
racional para o desenvolvimento com fins farmacológicos do TEMPOL na prevenção e 







































































Diabetic retinopathy (DR) is the leading cause of blindness among working-age adults in 
developed countries. Hypertension (HA) is an important risk factor associated with the 
development of DR. Oxidative stress may explain how the hyperglycemia initiates the 
biochemical processes involved in the pathogenesis of DR. The retina has several defense 
mechanisms to minimize oxidative stress as scavengers of low molecular weight and enzyme 
systems. Under conditions of diabetes (DM), there is an increase of reactive species such as 
superoxide (O2• -) and nitric oxide (NO •), induced by glycation reaction. The product of this 
reaction, peroxynitrite (ONOO-), can directly damage proteins, lipids and DNA. Although 
many pathologic mechanisms of DR have been focused on vascular damage, it has been 
reported that DM also induces damage in nonvascular retinal neurons of Müller cells 
occurred prior to vascular abnormalities. The retinal neurodegeneration can be detected by 
increased immunoreactivity of glial fibrillary acidic protein (GFAP) in astrocytes and Muller 
cells. The extracellular matrix accumulation (ECM)) is instrumental to blood retinal barrier 
breakdown present in early pathogenesis of DR. The objective of this study was to 
investigate the efficacy of the antioxidant TEMPOL, mimetic of superoxide dismutase (SOD) 
in the prevention of early changes in the retina in a model that combines hypertension and 
diabetes. Four-week-old spontaneously hypertensive rats (SHR) and their normotensive 
control (WKY) were used in this research. Diabetes was induced experimentally by 
intravenous injection of streptozotocin. SHR diabetic (DM-SHR) rats were randomized to 
receive or not treatment with intraperitoneal injection of tempol (DM-SHR-tempol). After 20 
days, the rats were euthanized and their retinas were collected for protein extraction, 
colorimetric assays and immunohistochemistry. The presence of exacerbated early markers 
of DR was detected by increased GFAP expression in SHR and SHR-DM group compared to 
WKY and FN in group DM-SHR compared to SHR and WKY. The oxidative balance, 
evaluated by superoxide production and nitric oxide end-product levels and the counterpart 
antioxidant defense, estimated by the expression and activity of Cu / Zn SOD showed a 
marked unbalance in DM-SHR group compared to SHR and WKY group. As a result, the 
product peroxynitrite detected by immunohistochemistry for nitrotyrosine (NT) was higher in 
the DM-SHR. The activity of the enzyme poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) detected by 
ribosylation, and the upregulation of inducible nitric oxide synthase (iNOS) expression were 
exacerbated in this group. The administration of TEMPOL prevented the oxidative damage, 
reduced the exacerbated activation of PARP and decreased iNOS levels in DM-SHR rats. As 




structural markers of early RD, GFAP and FN, were prevented by tempol. These 
findings provide a rationale for the development with pharmacological purposes of 




   
  
























































____________________________________________________ 1- INTRODUÇÃO  
  Introdução   
49 
1.1 - Diabetes mellitus 
 
1.1.1 – Conceito 
 
Diabetes mellitus (DM) é uma síndrome de etiologia múltipla caracterizada pela 
hiperglicemia crônica, decorrente da falta de insulina e/ou da incapacidade da insulina de 
exercer adequadamente seus efeitos resultando em distúrbios do metabolismo dos carboidratos, 
lipídios e proteínas. As conseqüências do DM à longo prazo incluem danos, disfunção e 
falência  de vários órgãos, especialmente rins, olhos, nervos, coração e vasos sanguíneos. O 
DM pode ser classificado tipo 1 e tipo 2, DM gestacional e “outros tipos de DM” (The Expert 




Figura 1. Principais locais das complicações crônicas encontradas no DM. Se não tratadas, estas 
complicações podem levar à cegueira, amputação de membros, diálise renal, infarto do 
miocárdio e acidentes vasculares cerebrais. 
 
 
O DM tipo 1, caracteriza-se por um déficit da secreção de insulina (pouca ou nenhuma) 
resultante primeiramente da destruição das células beta das ilhotas de Langerhans pancreáticas 
produtoras de insulina por processos auto-imunes ou idiopáticos (causa desconhecida). 
Apresenta tendência a cetoacidose, processo pelo qual o fígado, quebra gorduras e proteínas em 
resposta a uma necessidade percebida de substrato respiratório quando não há insulina para 
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captação de glicose intracelular. O DM tipo 1 corresponde de 5% a 10% dos casos totais, a qual 
se apresenta mais freqüentemente entre jovens e crianças sendo mais freqüente antes dos 20 
anos de idade, mas pode se desenvolver em qualquer faixa etária e não está associada à 
obesidade (The Expert Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus, 
2009). 
 
O DM tipo 2 é resultante, em geral, de graus variáveis de resistência  à insulina 
(diminuição na resposta dos receptores de glicose presentes no tecido periférico à insulina) e 
deficiência  relativa de secreção de insulina (secreção de insulina inadequada em relação aos 
níveis plasmáticos de glicose). As células beta do pâncreas aumentam a produção de insulina e, 
ao longo dos anos, a resistência à insulina acaba por levar as células beta à exaustão. Não 
ocorre destruição auto-imune das células beta. Embora a resistência à insulina pareça ser 
hereditária, a maioria dos pacientes são obesos e há uma forte contribuição da obesidade para o 
seu desenvolvimento. A cetoacidose ocorre apenas em situações especiais, como durante 
infecções graves. Aproximadamente 90% a 95% dos pacientes com diabetes têm DM tipo 2 no 
nosso país. Desenvolve-se freqüentemente em etapas adultas da vida, comumente diagnosticado 
após os 30 anos de idade. Mas, atualmente, cada vez mais se observam crianças e adolescentes 
com diabetes tipo 2, caracterizando esta doença como uma associação aos hábitos alimentares e 




1.1.2 – Epidemiologia 
 
O DM já era conhecido antes da era cristã, foi descrito pelo médico Hesy-Ra no 
papiro de Ebers (um dos tratados médicos mais antigos e importantes que se conhece) 
descoberto no Egito, correspondente ao século XV antes de Cristo, onde se descreveram 
sintomas típicos desta doença, porém sem nomeá-la (Canadian Diabetes Association, 2005-
2009). 
 
Atualmente, o DM alcançou uma proporção epidêmica e transformou-se em um dos 
desafios de saúde pública do século XXI nos países desenvolvidos e em desenvolvimento, 
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devido às complicações que comprometem a produtividade, qualidade de vida e sobrevida 
dos indivíduos, além de envolver altos custos no seu tratamento.  
 
De acordo com a Federação Internacional de Diabetes (IDF), a prevalência da 
doença afeta mais de 285 milhões de pessoas no mundo e estima-se que se o atual índice de 
crescimento continuar, o número total de pessoas com diabetes no mundo deve ultrapassar 
435 milhões em 2030, valor maior à população da América do Norte (International Diabetes 
Federation, 2009). No ano de 2000, os 10 países com maior número de pessoas com DM em 
ordem crescente foram: Índia, China, Estados Unidos (EUA), Indonésia, Japão, Paquistão, 

































































Figura 2. Prevalência de pessoas acometidas pelo DM nos diversos continentes no ano de 
2000 (Wild e cols., 2004). 
 
 
O DM está em quarto lugar entre as doenças que mais matam no mundo, à cada 10 
segundos uma pessoa morre de causas relacionadas ao DM (Kowluru e Chan, 2007). 
Estima-se que para o ano de 2010, a Ásia represente 61% do número global total previsto de 
pessoas com DM, não só porque é o continente mais populoso do planeta, mas também por 
causa do aumento da urbanização e da melhora da expectativa de vida. Espera-se que a 
Índia, China e os EUA apresentem o maior número de pessoas com DM em 2030 (Mitchell 
e Foran, 2008). O Brasil se apresenta em quinto lugar na lista com a taxa de prevalência de 
7,6 milhões de casos valor comparável ao dos países mais desenvolvidos (International 
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Figura 3. Prevalência (%) estimada do DM (20-79 anos de idade) por região, 2010 e 2030. 
(Diabetes Atlas, 4th edition. International Diabetes Federation, 2009). 
  
 
Entretanto, é na sua morbidade que se concentra o maior impacto sócio-econômico. 
O IDF prevê que o DM vai custar para a economia mundial pelo menos US$376 bilhões em 
2010, ou 11.6% do total de gastos de saúde. Em 2030, este número é projetado para mais de 
US$490 bilhões. Mais de 80% dos gastos com DM são efetuados em países ricos e não em 
países pobres, onde vivem 70% das pessoas com DM. Os EUA contabilizam $198 bilhões 
ou 52.7% do total de investimento mundial com diabetes. A Índia, que possui maior 
população diabética, gasta US$2.8 bilhões ou 1% do total global (International Diabetes 
Federation, 2009). 
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Figura 4. Impacto previsto sobre do custo nacional do DM nos EUA: 2002-2020 (em 2002 
milhões de dólares). (Diabetes Care, 2003). 
 
 
1.2 - Hipertensão Arterial 
 
1.2.1 – Conceito 
A hipertensão arterial (HA), ou pressão arterial elevada, pode ser definida como um 
aumento crônico da pressão arterial sistêmica seja dos valores máximos (sistólicos), 
mínimos (diastólicos) ou de ambos. A classificação da HA, de acordo com a Organização 
Mundial da Saúde (OMS) e com base nos valores da pressão arterial, permite classificar nos 
seguintes níveis:  
*PAS **PAD NÍVEL 
< 120 <80 Ótima 
< 130 < 85 Normotenso 
130-139 85- 89 Normotenso limítrofe 
140 -159 90 - 99 Hipertensão leve 
160-179 100-109 Hipertensão moderada 
> 179 > 109 Hipertensão grave 
> 140 < 90 Hipertensão sistólica ou máxima 
   * PAS - pressão arterial sistólica; ** PAD - pressão arterial diastólica 
Custos diretos Custos indiretos Custo total 
  Introdução   
54 
A elevação anormal da pressão arterial pode causar lesões em diferentes órgãos do 
corpo humano, tais como cérebro, coração, rins e olhos. Mas, a hipertensão arterial sistêmica 
(HAS) não pode ser vista apenas pelo aspecto da tensão elevada. Na verdade a HAS existe 
num contexto sindrômico, com alterações hemodinâmicas, tróficas e metabólicas, entre as 
quais a própria elevação dos níveis tensionais, a dislipidemia, resistência insulínica, 
obesidade centrípeta, a microalbuminúria, a atividade aumentada dos fatores de coagulação, 
a redução da complacência arterial e a hipertrofia com alteração da função diastólica do 
ventrículo esquerdo (Mano, 2009). 
 
 
1.2.2 – Epidemiologia 
 
A HA é um importante desafio público para a saúde mundial. A prevalência aumenta 
conforme o aumento da idade da população. Dados sugerem que indivíduos que são 
normotensos aos 55 anos de idade possuem um risco de 90% de desenvolver a HA (Vasan e 
cols., 2002).  
 
Mundialmente, 26,4% da população adulta em 2000 apresentaram HA (26,6% dos 
homens e 26,1% das mulheres) e estima-se que a prevalência seja de 29,2% até 2025 (29,0% 
dos homens e 29,5% das mulheres). O número estimado de adultos com HA em 2000 foi de 
972 milhões, sendo 333 milhões em países economicamente desenvolvidos e 639 milhões 
em países em desenvolvimento. Para o ano de 2025, foi previsto um aumento de 60%, 1,56 
bilhões de casos (Kearney e cols., 2005). 
 
Atualmente, os EUA apresenta cerca de 50 milhões de indivíduos e mundialmente há 
aproximadamente 1 bilhão de indivíduos com pressão arterial elevada (Chobanian e cols., 
2003). Nos diferentes países da América Latina, a porcentagem varia entre 26% e 42% na 





































































































































































































Figura 5. Prevalência dos casos de hipertensão mundial em pessoas com 20 anos ou mais de 
acordo com a região e o sexo no ano de 2000 (acima) e a prevalência para 2025 (abaixo) 
(Kearney e cols., 2005). 
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No Brasil há 17 milhões de portadores de HA, 35% da população de 40 anos e mais. 
E esse número é crescente; seu aparecimento está cada vez mais precoce e estima-se que 
cerca de 4% das crianças e adolescentes também sejam portadoras (Lessa, 2001). Há 
inquéritos de base populacional realizados em algumas cidades do Brasil que apontam alta 
prevalência. Utilizando-se o critério atual de diagnóstico de HA (≥140/90 mmHg), as taxas 
de prevalência na população urbana adulta brasileira em estudos selecionados variam de 
22,3% a 43,9% (Freitas e cols., 2001; Fuchs e cols.,1995; Lolio, 1990; Martins e cols., 1997; 























































Figura 6. Prevalência de hipertensão arterial no Brasil. Estudos populacionais para pressão 
arterial ≥140/90 mmHg (Freitas e cols., 2001; Fuchs e cols.,1995; Lolio, 1990; Martins e 
cols., 1997; Rego e cols., 1990; Ayres, 1991). 
 
 
A associação entre a HA e o risco de doenças cardiovasculares é consistente e 
independente de outros fatores de risco. Segundo a OMS, a doença cardiovascular é 
responsável por um terço das mortes no mundo (World Health Organization, 2002). O 
estudo realizado por Chobanian e cols. (2003), demonstrou que a HA aumenta a chance de 
infarto do miocárdio, parada cardíaca, acidente cerebral vascular e doença renal. A OMS 
relata que 62% de doenças cérebro-vasculares e 49% das doenças isquêmicas do coração são 
atribuídas ao controle pressórico (World Health Report, 2002). A HA também coexiste com 
outros fatores de risco cardiovasculares como o uso do tabaco, diabetes, hiperdislipidemia e 
obesidade. Mundialmente, estes fatores de risco são inadequadamente abordados em 
pacientes com HA, resultando em alta morbidade e mortalidade. 
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A sociedade americana do coração (American Heart Association) demonstrou que 
em 2007 os EUA gastou $64,9 bilhões de dólares, 69,4 bilhões em 2008 e estima-se que este 
custo atinja $73.4 bilhões no ano de 2009 (Heart Disease and Stroke Statistics, 2009). 
 
 
1.3 – Retina 
 
1.3.1 – A Retina 
 
A retina é a camada mais interna do globo ocular, possui cerca de 0,5 mm de 
espessura e é responsável pela visão. Possui células sensíveis à estimulação luminosa e 
responsáveis por enviar as imagens ao cérebro. 
 
Durante a embriogênese, o desenvolvimento e a diferenciação da retina, exige a 
concomitante formação de elementos neuronais e gliais, juntamente com uma densa rede 
vascular. Em adultos, esses três compartimentos interagem entre si para manter a estrutura e 
função da retina normal (Provis, 2001; Saint-Geniez e D’Amore, 2004). 
   
 
1.3.2 – A Retina Neuro Glial 
 
 A retina é composta por 10 camadas: membrana limitante interna, camada de fibras 
nervosas, camada de células ganglionares, plexiforme interna, nuclear interna, plexiforme 
externa, os fotorreceptores (nuclear externa, segmento interno e o externo) e epitélio 
pigmentado da retina. A camada dos fotorreceptores é composta de células chamadas cones 
e bastonetes. Essas células estão próximas à superfície externa da retina e a luz, para atingi-
la, deve atravessar toda a cavidade vítrea e a retina interna. Após a fotorrecepção, o sinal é 
conduzido para as células bipolares, (camada nuclear interna), que transmitem os sinais para 
a camada de células ganglionares, cujos axônios que chegam ao cérebro se agrupam na 
superfície interna da retina para formar o nervo óptico. As células horizontais também 
recebem informações dos fotorreceptores e influenciam as células bipolares enquanto as 
células amácrinas influenciam a excitabilidade das células ganglionares. O nervo óptico 
também contém os vasos sanguíneos que irrigam as camadas internas da retina. Ele situa-se 
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no centro da retina e possui cerca de 2 x 1,5 mm de diâmetro.  A camada mais externa da 
retina é o epitélio pigmentado da retina, o qual está em íntimo contato com os segmentos 
externos dos fotorreceptores. A retina também possui colunas de sustentação, compostas 
pelas células gliais (ou fibras de Müller), que sustentam o metabolismo dos neurônios da 
retina (Cormack, 1996; Heegand, 1997). 
 
  
Figura 7. Diagrama do circuito básico da retina. Os sete principais tipos de células neurais 
encontradas na retina. Os três canais das células neurais: os fotorreceptores, as células 
bipolares e as células ganglionares – determinando a mais direta rota para a transmissão 
visual da informação para o cérebro. Células horizontais e células amácrinas mediadas 





1.3.3 – A Retina Vascular 
 
O suprimento sangüíneo da retina advém de dois sistemas circulatórios distintos: 
sistema retiniano e sistema uveal. O sistema retiniano origina a partir da artéria central da 
retina, e o sistema uveal origina a partir das artérias ciliares posteriores, ambos são ramos da 
artéria oftálmica (ramo direto da carótida interna). 
Bastonetes 
Cones 
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Figura 8. Representação esquemática demonstrando as principais artérias da circulação 




O suporte para a retina externa é dado por difusão através dos vasos da coróide que 
estão adjacentes ao epitélio pigmentar da retina. Juntos, os vasos da retina e o epitélio 
pigmentar formam a barreira hemato-retiniana (blood-retinal barrier, BRB), uma forte 
barreira contra macromoléculas, fazendo da retina neural um tecido imunologicamente 
privilegiado e propiciando mecanismo para controlar fluxo de fluidos e metabólitos. Os 
capilares são revestidos por uma membrana basal que ancora suas células endoteliais à 
matriz intersticial adjacente. O endotélio dos capilares é rodeado, em intervalos irregulares, 
por células chamadas pericito. Há controvérsias se os pericitos exercem papel regulador no 
fluxo sangüíneo dos capilares, pós-capilares e vênulas, mas a presença de actina, miosina e 
tropomiosina sugere capacidade contrátil (Schroder e cols., 1990). 
 
Os vasos da retina de humanos e animais são caracterizados por células endoteliais 
contínuas, não fenestradas, com junções intercelulares impermeáveis, que se apresentam 
para formar a BRB. A interação entre as células endoteliais forma a barreira que permite ao 
tecido, assim como ao endotélio capilar e ao epitélio pigmentar da retina, criarem condições 
para um tecido com integridade funcional. Há duas vias de permeabilidade vascular, o 
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transporte paracelular o qual envolve as proteínas de junções e o transporte transcelular 
mediado por vesículas endocíticas. A junção intercelular representa um pequeno poro (9 a 
11nm) que é responsável pelas trocas transcapilares de água e outras moléculas hidrofílicas 
menores que 15Å. Há três tipos de junções intercelulares que fazem essa mediação no 
endotélio: as junções ou zonas de oclusão (tight junctions), as zonas de adesão e as junções 
gap (Schroder e cols., 1990; Cormack, 1996). As moléculas de junção envolvidas no 
transporte paracelular, ou seja, situadas no espaço intercelular da célula endotelial da retina 
são as “tight junctions” (ocludina, claudina, moléculas de junções de adesão (JAMs), 
molécula de adesão seletiva da célula endotelial (ESAM) e NECTIN) e as de zona de 
oclusão (ZO-1). As caderinas (VE-caderina e N-caderina) e a β-catenina, também presentes 
na retina, são moléculas de junção de adesão dependente do cálcio que permitem a ligação 
entre as células vizinhas. O transporte de vesículas transcelular, envolve as seguintes 
moléculas: caveolina-1, dinamina (Dnm), flotilina (Flot), PV e moléculas do complexo 
SNARE: Pacsina, NSF, SNAP, Vamp (Klaassen e cols., 2009). 
 
 
Figura 09. Esquema de localização de proteínas envolvidas no transporte intracelular e 
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1.4 – Retinopatia Diabética 
 
1.4.1 - Conceito  
 
Atualmente a retinopatia diabética (RD) é compreendida como uma doença neuronal 
degenerativa progressiva acompanhada por extensas alterações vasculares. Pode estar 
presente no DM tipo 1 e tipo 2 da doença (Barber, 2004; Zheng e cols., 2007). Estas 
complicações estão diretamente associadas ao tempo de duração do DM (Klein e cols., 
1984) e ao controle glicêmico (DCCT, 1993; UKPDS, 1998). As possíveis causas das 
alterações anatômicas da retina são agrupadas em 3 categorias: bioquímicas, 
hemodinâmicas, endócrinas (Fong e cols., 2004). As categorias interagem entre si e 
apresentam seqüência temporal, sendo a bioquímica a anormalidade mais consistentemente 
ligada ao início destas alterações (Alder e cols., 1997). 
 
 
1.4.2 – Alterações Clássicas da Retinopatia Diabética 
 
Na RD, encontra-se com freqüência a ruptura das junções intercelulares, 
principalmente das junções de oclusão. A ruptura destas junções, a chamada quebra da BRB, 
é considerada um marcador precoce da RD e caracteriza uma gama de complicações como, 
por exemplo, o edema macular. (Ishibashi e Inomata, 1993).  
 
 
Figura 10. Quebra da barreira hemato retiniana. A seta inidica um exudato duro em um corte 
de retina isquêmica de um paciente diabético.  
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Figura 11. Imagem que simula a visão do portador degeneração macular.  O afinamento e 
rompimento da retina prejudicam o funcionamento da mácula resultando em uma “visão 
borrada” e dificuldade na visão para perto. 
 
 
O espessamento da membrana (lâmina) basal do capilar também é um fenômeno que 
ocorre unânime e precocemente no DM e é causado pelo acúmulo de matriz extracelular. 
Este espessamento altera a função celular e/ou a difusão de oxigênio e reduz o contato entre 
os pericitos e a célula endotelial, contribuindo para as alterações vasculares dos diabéticos. 
A perda de pericitos nos capilares retinianos tornam os vasos acelulares ou fantasmas 
(Imesch e cols., 1997), fato este que parece permitir o processo angiogênico (Hirschi e 










Figura 12. 1Diagramas esquemáticos de corte transversal da retina externa normal (A) e com 
espessamento da membrana basal (B). Espessamento da membrana basal em corte 
histológico (C). (1Novartis AG Ophthalmics). 
A B 
C 
  Introdução   
63 
                   
             
 
 
Figura 13.  Fotos representativas de 1perda de pericito (A) e 2capilares acelulares (B) 
retinianos (1Cogan e cols., 1961; 2Geraldes e cols., 2009). 
 
 
Clinicamente as alterações anatômicas da RD podem ser divididas em dois estágios 
principais, RD não-proliferativa (RDNP) e RD proliferativa (RDP). A RDNP é caracterizada 
por alterações intra-retinianas associadas ao aumento da permeabilidade capilar e à oclusão 
vascular que pode ou não ocorrer nesta fase. Nesta etapa, encontram-se microaneurismas, 
edema macular e exudatos duros (extravasamento de lipoproteínas). Este nível deve ser 
esperado em quase todos os pacientes com aproximadamente 25 anos de DM, e em muitos 
casos pode não haver evolução significativa.  
                                                              
 
         
 
Figura 14. Foto representativa de 1aumento da permeabilidade capilar (A) e 
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A progressão da RDNP está associada à presença de extensas áreas de isquemia 
capilar caracterizada pelos exudatos algodonosos (redução do fluxo axoplasmático das 
células da camada de fibras nervosas); veias tortuosas e dilatadas, em formato de contas; 
hemorragias na superfície da retina (hemorragia em chama de vela) e pelas anormalidades 
microvasculares intra-retinianas. Este estágio pode ser considerado pré-proliferativo (Ferris, 
1993). 
 
Figura 15. Alterações vasculares encontradas na progressão da RD.   
 
 
                   
Em resposta a essa intensa isquemia, ocorre a liberação de substâncias vasoativas, 
principalmente dos fatores de crescimento que estimulam o surgimento de neovasos (Paques 
e cols., 1997). A angiogênese, em situação fisiológica ou patológica, é um processo 
altamente coordenado, onde as células endoteliais, que normalmente não proliferam, são 
estimuladas a proliferar e invadem a matriz extracelular como cordões sólidos, e, 
posteriormente, canalizam-se, formando tubos e arcos vasculares. O principal fator 
angiogênico é o VEGF (vascular endothelial growth factor) é uma proteína produzida por 
células tumorais, monócitos/macrófagos e células endoteliais da retina, que se liga a 
receptores específicos presentes nas células endoteliais dos capilares retinianos. A hipóxia é 
o maior estímulo para o aumento da expressão do próprio VEGF e de seu receptor. Seu 
principal efeito é o aumento da permeabilidade capilar e a proliferação de células 
endoteliais. Além da proliferação, o VEGF induz alterações pró-coagulantes inflamatórias. 
A partir de então, uma série de investigações tem demonstrado o VEGF como fator 
essencial na patogênese da retinopatia e no edema macular diabéticos (Lopes de Faria e 
Lopes de Faria, 2007). Quando a neovascularização ocorre na interface vítrea da retina, a 
  Introdução   
65 
RD é considerada proliferativa, RDP. Este é o evento mais importante na RD, pelo risco real 




                
 
Figura 16. Fotografias de fundo-de-olho humano através de um oftalmoscópio. (A) Fundo-
de-olho de paciente normal. (B) Paciente com RDNP que apresenta edema macular 
clinicamente significativo. Presença de exudatos duros na região macular (setas). (C) 
Paciente com RDP, presença de neovasos (setas pequenas) e hemorragia (setas grandes). 
 
 
1.4.3 – Processos envolvidos nas alterações neurais e vasculares da retina diabética 
  
A concomitante relação entre os elementos neuronais e gliais com a rede vascular 
desde a embriogênese permite inferir que as alterações neurogliais possam interferir na 
homeostase vascular. No DM, o desequilíbrio ou a apoptose das células neurogliais da retina 
foram postuladas a contribuir para a degeneração dos capilares da retina (Barber, 2004; 
Zheng e cols., 2007). 
 
Em 1962, Bloodworth publicou uma observação sobre RD, que foi rapidamente 
esquecida. Baseado, em parte, nas conclusões de Wolter (1961), que demonstrou grave 
atrofia dos elementos neurais da retina, Bloodworth investigou mudanças neuropatológicas 
na retina em uma cirurgia de olho em paciente diabético posmorten. Ele escreveu a seguinte 
hipótese: “RD é uma complexa doença degenerativa de todos os elementos da retina, 
provavelmente devido a um defeito fundamental metabólico ou enzimático das células e não 
está relacionada ao abastecimento vascular”. Além disso, ele escreveu, “Pensamos que a 
ênfase colocada no capilar, é, no entanto, demasiado grande. Não há, por enquanto, provas 
concretas que mudanças capilares iniciem a RD”. Mais de 40 anos depois, ainda é 
A B C 
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contestável e não se pode afirmar que as alterações capilares ou proliferação vascular 
anteceda a neurodegeneração na RD.  
 
Estudos demonstram alterações funcionais presentes na retina de pacientes diabéticos 
sem qualquer alteração de fundo de olho através de estudos eletrofisiológicos como 
potencial visual evocado (Puvanendran e cols., 1983; Lopes de Faria e cols., 2001) e 
eletrorretinografia (Ghirlanda e cols., 1991), sugerindo que além dos eventos vasculares 
(células endoteliais, pericitos e membrana basal), as células neurais e gliais também estejam 
envolvidas na cascata de eventos fisiopatogênicos da RD. A apoptose de células neurais foi 
observada pela técnica TUNEL em secções de retina de ratos com DM induzida por 
estreptozotocina. Neste estudo, o número de núcleos apoptóticos apresentaram-se elevados 
após 1 mês da indução do DM. Porém, a maior parte das células positivas para TUNEL não 
colocalizou com o marcador específico de células endoteliais, Won Willebrand, sugerindo 
que estas células não eram vasculares (Barber e cols., 1998).  A avaliação da perda da 
camada de fibras nervosas da retina determinada pela polarimetria de varredura a laser foi 
significativa em pacientes com DM tipo 1 sem retinopatia (Lopes de Faria e cols., 2002). 
Células de Muller, células ganglionares, astrócitos e fotorreceptores são também afetados 
precocemente no desenvolvimento da RD, como demonstrado em estudos experimentais e 
em humanos (Barber e cols., 1998; Mizutani e cols., 1998). Outro aspecto 
neurodegenerativo da RD é o aumento da reatividade glial. A reatividade glial é manifestada 
pelo aumento da imunoreatividade do GFAP em astrócitos e em células de Muller. O GFAP 
é uma proteína glial produzida por insultos, como trauma, hiperglicemia, isquemia, entre 
outros. Como a glia mantêm as funções de neurônios e células endoteliais, é possível que 
mudanças na reatividade glial afetem função e sobrevivência das células, vasculares e 
neuronais. Mudanças na expressão do GFAP ocorre em muitas doenças neurodegenerativas 
e são considerados indicadores sensíveis de lesões no sistema nervoso central.  
 
As alterações de fatores vasoativos como endotelinas (ET) e aumento da síntese de 
proteína de matriz extracelular (ECM) são características de todas as complicações crônicas 
do diabetes. Na retina o aumento da produção de ET-1 resulta na alteração do fluxo 
sanguíneo, o que acarreta na produção de proteínas de ECM (Khan e cols., 2006). Estudos 
demonstram que a glicose aumenta a síntese de ET-1 e consequentemente os níveis de 
fibronectina (FN), mediada através da ativação de NFκB (Chen e cols., 2003). A FN é um 
componente chave do ECM e desempenha um importante papel em eventos celulares 
  Introdução   
67 
(Yamada, 1983). Estruturalmente, o aumento da produção de proteína ECM pode 
manifestar-se como espessamento da membrana basal capilar (BM) (King e Brownlee, 
1996). Este acúmulo de proteínas de ECM está associado à morte de células endoteliais e 
pericitos, consideradas características estruturais iniciais na patogênese da RD.   
 
 
1.4.4 – Epidemiologia  
 
O DM é a doença sistêmica que mais causa cegueira (Mazze e cols., 1985) e a RD é 
a principal causa de cegueira adquirida em adultos em idade produtiva nos países 
desenvolvidos (Sharma e cols., 2005). No ano de 2000, a RD foi responsável globalmente 
por 4,8% dos casos de cegueira (Resnikoff e cols., 2004). O impacto econômico anual nos 
EUA causado pela RD foi cerca de 629 dólares com gastos ambulatoriais por paciente com 
idade entre 40 a 64 anos (Prevent Blindness America, 2007). Aproximadamente 25 à 44% 
das pessoas com DM desenvolvem alguma forma de RD em algum momento da doença 
(Mitchell e Foran, 2008). A RD ocorre em cerca de 95% dos pacientes com DM tipo 1 e em 
mais de 60% dos pacientes com DM tipo 2 (Fong e cols., 2003). 
 
O instituto nacional dos EUA (National Eye Institute) coletaram dados a partir de 8 
populações de estudos bem conduzidos (Kempen e cols., 2004) de pessoas com 40 anos ou 
mais, com classificação de retinopatia consistente a partir de fotografias da retina. Os dados 
obtidos foram provenientes de cinco estados dos EUA, um estado da Índia Ocidental e dois 
estados Australianos (Blue Mountains Eye Study, BMES, and Melbourne Visual 
Impairment Project, MVIP). O total da prevalência da RD nas populações estudadas foi de 
40% e a prevalência da forma mais grave da RD (edema macular ou RDP) foi de 8,2%. A 
prevalência de RD na população dos EUA foi de 3,4% (4,1 milhões de pessoas) e dos 
estágios mais avançados foi de 0,8% (900.000 pessoas). Para a população australiana, esses 
índices sugerem prevalência de 300.000 e 65.000 para RD e RDP ou edema macular 
respectivamente, em pessoas com idade superior a 40 anos. 
 
Em pacientes com DM de início precoce (o que corresponde aos pacientes com DM 
tipo 1), a prevalência da RD aumenta com o tempo de duração do DM, sendo que após 15-
20 anos praticamente todos os indivíduos apresentarão alguma forma de RD. Por outro lado, 
a forma proliferativa acomete apenas um subgrupo de aproximadamente 56%, indicando que 
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além da hiperglicemia algum outro fator seja importante para o seu desenvolvimento. No 
grupo de pacientes com DM de início tardio (o que corresponde aos pacientes com DM tipo 
2), a RD também apresenta correlação com a duração da doença. A doença com duração de 
dois anos tem uma prevalência de 23%, porém, atinge 80% após 15 anos de duração. A 
prevalência já alta no início da doença deve-se à dificuldade de detectar o seu início, uma 
vez que os pacientes se mantêm assintomáticos por vários anos antes do diagnóstico. Cerca 
de 4% dos pacientes com DM tipo 2 já apresentam RD proliferativa na ocasião do 








1.4.5 – Fatores de Risco 
  
Alguns fatores de risco são descritos associados ao desenvolvimento e progressão da 
RD. Dentre eles destacam-se principalmente o controle glicêmico e a hipertensão arterial. 
Outros fatores também estão associados como a dislipedemia, nefropatia diabética, 
tabagismo, gravidez e a genética (Mitchell e Foran, 2008). 
 
De acordo com os resultados do Diabetes Control and Complication Trial (DCCT), a 
hiperglicemia crônica é o fator causal mais importante para o desenvolvimento da 
microangiopatia que acomete em particular rins e olhos. Os níveis séricos elevados de 
glicose induzem a uma série de anormalidades bioquímicas e celulares na retina, que podem 
provocar as alterações vasculares encontradas na RD. Como exemplo, aumento na atividade 
da via dos polióis, glicação não-enzimática de proteínas, estresse oxidativo e ativação da 
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proteína kinase C pela síntese de diacilglicerol (Brownlee, 2001). Estas alterações 
microvasculares do tecido retiniano levam a alterações circulatórias como a perda do tônus 
vascular, alteração do fluxo sangüíneo, aumento da permeabilidade vascular e 
conseqüentemente extravasamentos e edemas e, por fim, obstrução vascular que leva à 
neovascularização, com vasos frágeis que se rompem, levando a hemorragias e 
descolamento da retina. O controle glicêmico rigoroso reduz o desenvolvimento e 








Estudos epidemiológicos demonstraram claramente a HA como fator de risco 
independente mais importante associado à RD, depois da hiperglicemia. A HA é comum em 
pacientes com DM tipo 2, com prevalência de 40-60% em indivíduos entre 45 e 75 anos de 
idade. A incidência de edema macular está associada à presença da hipertensão arterial, uma 
vez que a hipertensão arterial aumenta em 3,2 vezes a chance de o paciente desenvolver 
edema macular (Lopes de Faria e cols., 1999). No UKPDS, o controle da pressão arterial 
intensivo reduziu em 37% a chance de progressão da RD e em 47% a de perda visual em 
pacientes com DM tipo 2 (UKPDS, 1998), demonstrando a importância da hipertensão 
arterial no desenvolvimento e progressão da RD.  Em um estudo realizado com pacientes 
DM tipo 1 (WESDR), após 14 anos de acompanhamento, estimou-se que a presença da 
hipertensão elevada esteve relacionada com o desenvolvimento e progressão da RD com a 
incidência de edema macular (Klein e cols., 1998). Foi observado que pacientes DM tipo 1 
com HA apresentam 3 vezes mais chance de desenvolver RD proliferativa (Roy, 2000). 
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Figura 19. Tratamanto intensivo da pressão arterial reduz a chance da progressão da RD em 
pacientes hipertensos e DM tipo 2 (UKPDS, 1998). 
 
 
Estudos demonstram que além do controle da pressão arterial, a interferência do 
sistema renina-angiotensina (RAS) já foi bem demonstrado (Wilkinson-Berka, 2006) na 
retinopatia diabética.  O RAS, também identificado como sistema renina-angiotensina-
aldosterona é um conjunto de peptídeos, enzimas e receptores envolvidos em especial no 
controle do volume de líquido extracelular e na pressão arterial. Uma vez ativada a cascata 
deste sistema, surgem a angiotensina I e a angiotensina II, que circulam pelo sangue 
ativando suas estruturas-alvo: vasos sangüíneos (sobretudo arteríolas e veias sistêmicas), 
rins, coração, supra-renais e o sistema nervoso simpático. A lógica fundamental que preside 
o funcionamento do sistema é responder a uma instabilidade hemodinâmica e evitar a 
redução na perfusão tecidual sistêmica. Porém, estudos já observaram a presença de todos os 
componentes do sistema renina-angiotensina na retina (Danser e cols., 1989; Nagai e cols., 
2007). Estudos clínicos realizados por Funatsu e colaboradores (2002) têm demonstrado o 
aumento nos níveis de angiotensina II em amostras de vítreo de pacientes diabéticos com 
retinopatia, comprovando que o sistema renina-angiotensina é ativado na retinopatia 
diabética. Além dos efeitos vasculares dos componentes do sistema renina-angiotensina, a 
disfunção neuronal envolvendo este sistema também foi descrito na retina diabética in vivo 
e in vitro (Kurihara e cols., 2008). 
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1.5 – Estresse oxidativo   
 
1.5.1 – O Estresse oxidativo  
 
 O estresse oxidativo é definido como o desequilíbrio entre substâncias pró-oxidantes 
e a defesa antioxidante. Uma substância é considerada pró-oxidante à medida que possa 
gerar espécies reativas ou ser capaz de induzir estresse oxidativo. E antioxidante é a 
substância que previne a oxidação do substrato, ou seja, evita quimicamente sua perda de 
elétrons (Halliwell e Whiteman, 2004). Este conceito clássico foi elaborado pelo 
pesquisador alemão Helmut Sies, sua difusão com uma balança desequilibrada relacionada a 
doenças “iluminou” a imaginação de muitos cientistas (Ohara, 2006). Mais recentemente, o 
estresse oxidativo foi definido como “um desequilíbrio entre oxidantes e antioxidantes em 
favor dos oxidantes, conduzindo à lesão celular” (Jones, 2006). O estresse oxidativo pode 
conduzir a lesões celulares e moleculares importantes, como oxidação das biomoléculas, 
DNA, proteínas e enzimas, mutação e morte celular (Halliwell e Whiteman, 2004).  
 
 
                                  
Figura 20. Balança ilustrativa do conceito de estresse oxidativo criada por Helmut Sies e 
atualmente definido como “um desequilíbrio entre oxidantes e antioxidantes em favor dos 
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1.5.2 – Espécies reativas 
 
 O metabolismo do oxigênio é essencial para a manutenção da vida aeróbica, e 
homeostase do trabalho celular normal para o delicado balanço entre a formação e 
eliminação de “espécies reativas do oxigênio” (reactive oxygen species-ROS). Este termo 
foi criado entre 1970 e 1990, pois os primeiros radicais livres e oxidantes caracterizados in 
vivo ou em sistemas enzimáticos dependiam do oxigênio molecular: a respiração 
mitocondrial, a oxidação de lipídeos, o metabolismo de poluentes e medicamentos e a 
explosão respiratória dos fagócitos profissionais. Algumas das espécies então conhecidas 
eram radicalares (moléculas com um elétron desemparelhado em sua órbita externa), como o 
anion radical superóxido, o radical hidroxila e os radicais alquila e peroxila, derivados de 
lipídios ou de poluentes e medicamentos. Outras não eram radicalares, como o peróxido de 
hidrogênio, o oxigênio singleto (estado excitado do oxigênio molecular) e peróxidos 
orgânicos, derivados de lipídios ou de poluentes e medicamentos. Por este motivo utiliza-se 
o termo “espécies reativas”, ao invés de radicais livres (Ohara, 2006). 
 
Além das espécies reativas do oxigênio, há as espécies reativas do nitrogênio e 
espécies reativas do cloro. Semelhante as espécies reativas do oxigênio, as espécies reativas 
do nitrogênio e espécies reativas do cloro pode ser um radical livre ou um não radical em 
estrutura. Pode-se citar como exemplo dentre as espécies reativas do nitrogênio, o óxido 
nítrico (NO) que possui radical e o peroxinitrito (ONOO-) que não possui radical; e com a 
espécie reativa do cloro, termo que inclui radical (átomo de cloro, Cl) e não radical em 
estrutura (acido hipocloroso, HOCl) (Halliwell, 2006). Uma lista das espécies reativas mais 












  Introdução   
73 
Tabela 1. Importantes espécies reativas no sistema biológico (adaptado de Halliwell, 2006). 
 
Radicais livres  Não-radicais 





Carbonato, CO3•-  
 
Peróxido de hidrogênio, H2O2 
Oxigênio singleto, O12∆g 
Peróxidos orgânicos, ROOH 
Peroxinitrito, ONOO-  
Ácido peroxinitroso, ONOOH 
.2 Espécies reativas do cloro 
Cloro atômico, Cl• 
 
Ácido hipocloroso, HOCl 
Gás cloro, Cl2 
Nitro-cloro-benzeno, NO2Cl  
Espécies reativas do nitrogênio 
Óxido nítrico, NO• 
Dióxido de nitrogênio, NO2• 
 
Ácido nitroso, HNO2 
Cátion nitrosila, NO+ 
Ânion nitrosila, NO- 
Tetraoxido dinitrogênio, N2O4 
Trioxido dinitrogênio, N2O3 
Peroxinitrito, ONOO- 
Ácido peroxinitroso, ONOOH 




1.5.3- Lesão tecidual oxidativa 
 
Existem diversas vias para induzir lesão oxidativa nas biomoléculas. Uma das vias 
começa com a interação entre dois radicais livres facilmente encontrados, O2•- e NO•.  
  O2•-     +     NO•     →     ONOO-  (Peroxinitrito) 
 
O produto da reação é o peroxinitrito, um forte agente oxidante e nitrante que pode 
diretamente causar lesões em proteínas, lipídios e DNA (Halliwell, 2006). A nitração dos 
resíduos de tirosina das proteínas gera nitrotirosina que é amplamente utilizada como um 
biomarcador de produção de peroxinitrito para estresse oxidativo e nitrosativo. A nitração 
das estruturas das proteínas, incluindo neurofilamentos e actina, pode comprometer a 
estrutura dos filamentos levando a conseqüências patológicas (Beckman e Koppenol, 1996). 
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Por outro lado, a nitração das moléculas de sinalização ou fatores de transcrição pode alterar 
significativamente a função fisiológica das proteínas afetadas (como discutido em uma carta 
por Biswas e Lopes de Faria, 2005).  
 
Outra via de lesão tecidual oxidativa é a via do radical livre hidroxila (OH•), 
induzindo a peroxidação lipídica e a hidroxilação do DNA. O radical OH• é o mais reativo 
radical conhecido na química, o qual pode atacar e lesionar a maioria das moléculas 
encontradas nas células vivas (Halliwell, 1989). O DNA é normalmente o local para a lesão 
oxidativa (Cooke e cols., 2002). Dentre as bases do DNA, purinas (adenina e guanina) e 
pirimidinas (citosina e timina), a guanina é a mais propensa à oxidação. O radical OH• pode 
reagir com a estrutura cíclica da guanina do DNA formando o radical 8-hidroxi-2'-
deoxiguanosina (8-OHdG). A principal fonte geradora de 8-OHdG é a mitocôndria 
(Beckman and Ames, 1998) e a quantificação deste radical pode indicar a extensão dos 
danos ao DNA (Wu e cols., 2004). Reparos imperfeitos dos danos no DNA podem levar a 
mutações, detenção do crescimento celular ou apoptose (Evans e cols., 2004). O radical OH• 
também pode reagir com lipídios da membrana levando à peroxidação lipídica. Dentre os 
efeitos globais da peroxidação lipídica estão diminuição da fluidez da membrana, aumento 
da permeabilidade da membrana, e danos às proteínas de membrana, inativando receptores, 
enzimas e canais iônicos (Halliwell, 2006). 
 
 
1.5.4- Estresse Oxidativo na Hiperglicemia  
 
 A lesão tecidual pode ser conseqüência de ambas, hiperglicemia intra e extra celular. 
A primeira é importante particularmente em células nas quais a entrada da glicose se faz 
independentemente da insulina, como é o caso do nervo, o glomérulo, cristalino e retina. O 
aumento da glicose extracelular resulta na glicação não enzimática de proteínas e 
subsequente formação de produtos finais da glicação avançada (AGE) que interage com o 
receptor de AGE (RAGE) na membrana plasmática e promove a produção de ROS. O 
aumento intracelular de glicose conduz um aumento da atividade mitocondrial, NADPH 
oxidase, proteína kinase C (PKC) e promove um aumento do fluxo da via do poliol e como 
conseqüência a geração de ROS. O excesso de ROS poderá interferir em diversas vias de 
sinalização, ativar fatores de transcrição, aumentar fatores inflamatórios e acarretar no 
acúmulo de matriz extracelular. Células e consequentemente órgãos do rim, olhos e sistema 
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nervoso sofrem mudanças fenotípicas como resultado do ROS gerado pela hiperglicemia 
(Calcutt e cols., 2009). 
 
  
1.5.5 – A indispensável discussão sobre a função do óxido nítrico  
 
 O final do século XX é marcado por uma revolução na Biologia, ocasionada pelo 
radical livre conhecido pelos químicos desde o século XIX, o pequeno, gasoso e poluente 
óxido nítrico (NO•). Atualmente sabe-se que o óxido nítrico (NO) é uma molécula de 
sinalização celular endógena envolvida na regulação de muitas funções fisiológicas e na 
mediação de uma variedade de processos fisiopatológicos (Ohara, 2006). O NO é o ativador 
endógeno da guanilato ciclase solúvel, resultando na formação de guanosina monofosfato 
cíclico (cGMP), que atua como segundo mensageiro em muitas células, incluindo nervos, 
músculo liso, monócitos e plaquetas. O NO e os compostos relacionados ao NO 
desempenham ambas as funções, proteção e citotoxicidade, dependendo do contexto celular 
e da natureza do grupo do NO. As diferentes ações do NO pode ser classificada em duas 
categorias: 1) dependente da cGMP, em baixas concentrações o qual desempenha funções 
fisiológicas como por exemplo a vasodilatação  e 2) independente da cGMP, envolvida nas 
respostas fisiopatológicas, como a geração de espécies reativas do nitrogênio (Drew e 
Leeuwenburgh, 2002; Foster e cols., 2003). De uma forma geral o NO endógeno ou obtido 
através de doadores de NO podem exercer efeitos pleiotrópicos, tais como relaxamento 
muscular, proliferação celular, apoptose, liberação de neurotransmissores, neurotoxicidade e 
diferenciaçao. 
 
 O NO é sintetizado por três isoformas de óxido nítrico sintase (NOS), a forma 
induzida (i-NOS) e as constitutivas endotelial (e-NOS) e neuronal (n-NOS) a partir do seu 
substrato, L-arginina (Rodeberg e cols., 1995). Ambas isoformas constitutivas que são 
reguladas por íons de cálcio ligados à proteína calmodulina (proteína de baixo peso 
molecular, que funciona como co-fator), neuronal e endotelial produzem baixas 
concentrações (estimados na faixa de nM,10-9M) de NO por curtos períodos. A forma 
induzida que não depende do complexo cálcio-calmodulina produz uma grande quantidade 
de NO por um longo período em resposta à estímulos isquêmicos, imunológicos e 
inflamatórios. Assim que esta enzima é expressa, ela sintetiza óxido nítrico continuamente, 
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ao que parece até o esgotamento do aminoácido arginina. Nesta o óxido nítrico atinge 
concentrações locais de ordem de µM (10-6), estas altas concentrações podem gerar espécies 
mais oxidantes como o dióxido de nitrogênio (•NO2) (famoso poluente produzido pela 
reação do óxido nítrico com oxigênio molecular, que pode tanto oxidar como nitrar 
biomoléculas) e o peroxinitrito. 
 
O NO derivado da e-NOS promove vasodilatação, inibição da agregação plaquetária, 
inibição da aderência de leucócitos e da proliferação de células musculares lisas vasculares 
(Wong e Marsden, 1996). O processo de vasodilataçao se dá pelo aumento do fluxo de 
cálcio para o interior da célula. O cálcio e a calmodulina irão ligar-se a óxido nítrico 
sintetase. Esta ligação irá ativá-la e ocorrerá a catálise da transformação da L-arginina em L-
citrulina e NO. Será produzida uma pequena quantidade de NO, porém suficiente para 
difundir-se para a musculatura lisa. O NO não precisa de transportadores específicos e nem 
de canais específicos. Ao difundir-se para a musculatura lisa o NO irá ligar-se ao ferro do 
grupo prostético heme da enzima guanilato ciclase solúvel (GC), e dessa forma a reação da 
guanosina trifosfato (GTP) em guanosina monofosfato cíclica (cGMP) irá acontecer. A 
cGMP é responsável pelo relaxamento da musculatura lisa e conseqüente aumento do 
diâmetro dos vasos sangüíneos, levando ao aumento do fluxo sangüíneo e redução da 
pressão arterial (Moncada e Higgs,1993). 
 
A produção neuronal de NO é conduzida quando um neurônio ativado, libera um 
mensageiro químico que difunde para o neurônio vizinho e interage com receptores 
específicos, que ativam a célula, transmitindo, assim, o impulso nervoso. Como por exemplo 
o mensageiro químico glutamato que é liberado de vesículas no neurônio présináptico e liga-
se ao receptor N-metil-D-aspártico (NMDA) do neurônio adjacente. Esta ligação abre um 
canal no receptor, admitindo Ca2+ para o interior da célula, onde se liga a calmodulina que 
age como uma subunidade para muitas enzimas de Ca2+. O complexo Ca2+ / calmodulina 
liga-se a forma da NOS encontrada nas células nervosas, nNOS. Esta ligação ativa a enzima, 
que catalisa a oxidação de Larginina para L-citrulina e NO. O NO formado ativa então outra 
enzima, guanilato ciclase, pela ligação do ferro do grupo prostético heme da enzima. O NO 
difunde-se para o neurônio pré-sináptico para ativar a guanilato ciclase naquela célula. 
Dessa forma, o NO pode desempenhar um papel importante nos circuitos neurais envolvidos 
na memória. O NO aumenta a liberação de glutamato no neurônio présináptico, 
estabilizando a transmissão sináptica (Moncada e Higgs, 1993). 
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A forma de NOS encontrada em macrófagos não requer Ca2+ para ativação. A iNOS 
é sintetizada como uma nova proteína em resposta a uma mistura de citocinas. A enzima é 
induzida pelo lipopolissacarídio (LPS) bacteriano e/ou citocinas sintetizadas em resposta ao 
LPS, notavelmente interferon-gama, cujo efeito antiviral é explicado por essa ação. Em 
resposta ao interferon-gama e ao fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), 
que atua de modo sinérgico com o interferon-alfa, seqüências do DNA do macrófago 
relativas a síntese da iNOS, são transcritas no núcleo para formar o RNA mensageiro, depois 
de processado, este mRNA é liberado para o citosol, onde será traduzido em proteína pelos 
ribossomos. Na presença de cofatores apropriados, a cadeia de proteína nascente enovela-se 
e monta a forma ativa da iNOS. A nova enzima produzida começa imediatamente a 
converter L-arginina em NO e L-citrulina (Rang e cols., 2001). 
 
O NO difunde-se livremente através das membranas celulares, o que explica 
adequadamente suas ações parácrinas locais sobre o músculo liso vascular ou sobre os 
monócitos e plaquetas que aderem ao endotélio (Rang e cols., 2001). 
 
Estudos têm demonstrado que o óxido nítrico é responsável pela neurotoxicidade, 
pelo menos em parte, da retina após a injúria causada pela isquemia e reperfusão (Neufeld e 
cols., 2002). A iNOS e o estresse nitrosativo tem sido implicado em doenças humanas 
incluindo resistência à insulina (Perreault e Marette, 2001), arteroesclerose (Detmers e cols., 
2000), inflamação e neurodegeneraçao (Liberatore e cols., 1999). A maior parte das 
investigações demonstram que a iNOS está super regulada em células gliais da retina em I/R 
(Hangai e cols., 1996) e que também contribui posteriormente para a degeneração dos 
compartimentos vasculares (Zheng e cols., 2007). A quantidade do NO gerado por esta 
forma induzida é muito maior, aproximadamente 1.000 vezes, comparado ao gerado pelas 
formas constitutivas (Patel e cols., 2000). 
 
 Discute-se se existem mecanismos transportadores análogos em mamíferos, como 
proteínas contendo cisteína e/ou grupo sulfidril–SH, permitindo a atuação do NO fora do seu 
local de síntese. A S-nitrosilação de proteínas, ou seja, a transferência do íon nitrosonium 
(NO+) ao grupo sulfidril da cisteína na cadeia protéica, tem sido amplamente estudado como 
um protótipo de modificaçoes translacionais, redox-dependente e independente da cGMP 
(Stamler e cols., 2001), responsável por diversas ações do grupo NO em vários processos 
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biológicos (Hess e cols., 2001). Foram demonstradas aproximadamente mais de 100 
proteínas S-nitrosiladas in vitro, em cultura de células e in vivo. E muitas destas proteínas, a 
S-nitrosilação está associada com as alterações funcionais. Recentemente a S-nitrosilação e 
denitrosilação tem sido reconhecida como um componente regulatório de tradução de sinal 
comparado com a fosforilação e defosforilação (Mannick e Schonhoff, 2002; Liu e cols., 
2004). Estudo recente demonstrou que a S-nitrosilação do Drp 1, proteína responsável por 
regular o mecanismo de fusão e fissão mitocondrial, está aumentada no cérebro de pacientes 




1.5.6 – O Sistema Antioxidante 
 
Paralelo aos estudos dos radicais livres, estava claro para Rebeca Gerschman que os 
organismos possuíam enzimas cuja função era limitar os ROS. Ela também demonstrou que 
compostos radioprotetores eram “oxigênio-protetores”, ou como conhecemos atualmente, 
antioxidantes. A propriedade comum aos antioxidantes é a capacidade de interromper 
reações de óxido-redução (Ohara, 2006).  
 
Mas, foi em 1969 que dois pesquisadores norte-americanos, Joe McCord e Irwin 
Fridovich demonstraram uma enzima capaz de catalisar a dismutação do ânion radial 
superóxido, e a denominaram superóxido dismutase (SOD). Dismutação é uma reação 
química na qual um mesmo radical livre é oxidado e reduzido. No caso do radical 
superóxido, um transfere elétron para o outro, de forma que o radical que perdeu elétron se 
transforma em oxigênio molecular, e o que recebeu, vira peróxido de hidrogênio. Além de 
caracterizar a Cu,Zn-SOD, McCord e Fridovich demonstraram que a enzima acelerava por 
várias ordens de grandeza a dismutação do radical superóxido, que já é rápida mesmo na 
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Dismutação espontânea  
 
O2•- + O2•- + 2H+          H2O2  + O2           k=5,0 x 105 M-1.s-1 
 
Dismutação espontânea  
 
SOD – Cu+2 + O2•-                   SOD – Cu+ + O2 
SOD – Cu+ + 2O2•- + 2H+         H2O2  + O2        k=1,6 x 109 M-1.s-1 
 
 
Figura 21. Dismutação do anion radical superóxido espontânea e catalisada pela enzima 
SOD-1, como proposto por McCord e Fridovich. A enzima SOD acelera em mais de mil 
vezes a dismutação do ânion radical superóxido, como mostra a comparação dos valores das 
constantes de velocidades das reações. Os valores mostrados são atualizados, e não os 
estimados por McCord e Fridovich em 1969 (Ohara, 2006). 
 
 
Com a visão do século XXI sabe-se que as espécies reativas derivadas 
principalmente do oxigênio (ROS) e do nitrogênio (RNS) são moduladas pelas defesas 
antioxidantes não enzimáticas com baixo peso molecular (vitaminas A e E, beta-caroteno, 
ácido úrico) e enzimáticas (SOD, catalase, glutationa peroxidase e redutase). Elas 
proporcionam maior proteção contra o estresse oxidativo por neutralizar ou seqüestrar 
espécies reativas ou por quebrar reações em cadeia (Scandalios, 2005). Além disso, 
transferrina, ceruloplasmina e albumina também desempenham papel antioxidante por 
seqüestrar metais de transição, tais como ferro e cobre, os quais são íons que reagem 
rapidamente com H2O2 formando produto altamente tóxico, o radical hidroxila (OH•) por 
























Figura 22. Maiores reações pró-oxidantes-antioxidantes relevantes no sistema biológico 
(adaptado de Schnachenberg, 2002). O superóxido (O2•-) é produzido de inúmeras ações 
surgidas de espécies reativas. O2•- reage rapidamente com o óxido nítrico (NO) para 
produzir peroxinitrito (ONOO-) ou é catalisado pelo superóxido dismutase (SOD) para 
produzir peróxido de hidrogênio (H2O2). H2O2 pode ser neutralizado pela catalase ou pela 
glutationa peroxidase. Contudo, na presença de metais de transição, como o ferro (Fe2+) e o 
cobre (Cu+), os radicais livres hidroxila (OH•), altamente tóxicos, podem ser produzidos por 
H2O2 via reação Fenton. Espécies reativas são mostradas nas caixas em vermelho e enzimas 
antioxidantes em caixas verdes. GSH, glutationa reduzida; GS-SG, glutationa oxidada.  
 
 
Atualmente sabe-se que a SOD desempenha um importante papel na defesa das 
células contra os efeitos tóxicos do oxigênio e seus radicais livres. A SOD compete com o 
óxido nítrico (NO) pelo O2−, o qual inativa o NO para formar ONOO−. Depois, pelo 
“seqüestro” de O2−, a SOD promove a atividade do NO. Foram descritas as isoformas 
Cu,Zn-SOD no espaço extracelular (SOD3), Mn-SOD na matriz mitocondrial (SOD-2) e a 
Cu,Zn-SOD no citossol e no espaço intermembranas da mitocondria (SOD1) (Beyer e cols., 
1991) da SOD. Na retina, a SOD é conhecida como o primeiro passo de defesa antioxidante 
intracelular. Ela atua como a maior defesa contra a oxidação pelos radicais do superóxido na 
membrana dos fosfolipídios (Kowluru e cols., 1997). 
 
Dentre os antioxidantes sintetizados pelo nosso organismo, destacam-se o tripeptídeo 
glutationa (GSH) que atua em fluidos extracelulares. Este também é conhecido como um 
dos principais sistemas antioxidantes intracelular, pois está presente em todas as formas de 






Óxido nítrico sintase 
O2- H2O2 OH 
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vida. O GSH é rapidamente oxidado em condições nas quais ocorra um aumento na 
produção celular de radicais livres, como por exemplo durante o desenvolvimento de uma 
nfecção. A capacidade antioxidante do GSH é devida ao grupo sulfidrila do aminoácido 
cisteína, que se oxida facilmente e, portanto atua como um redutor celular. O produto de 
oxidação é o dissulfeto, GSSH. (Ohara, 2006). Nos humanos, protege a retina contra os 
efeitos tóxicos do ROS e ajuda na manutenção do potencial redox normal celular (Kowluru 
e cols., 1997). 








Superóxido Dismutase GSH reduzida Ácido ascórbico (vitamina C) 
Catalases Ácido úrico α-tocoferol (vit. E) 
GSH peroxidases Albumina β-caroteno 
GSSG redutases  Polifenóis, flavonóides, etc. 
Enzimas que repõem NADPH   
Peroxiredoxinas   
Tioredoxinas   
Enzimas de reparo   




1.5.7 – O potencial efeito antioxidante dos nitróxidos  
 
Os nitróxidos compartilham um grupo de nitróxido reduzido (•N–O) como membro 
de um anel de 5 ou 6 carbonos. Os mecanismos antioxidantes dos nitróxidos incluem a 
dismutaçao do O2-• para H2O2 por ação catalítica, inibição da reação de Fenton (reação do 
peróxido de hidrogênio com íons de metais de transição Fe++ com formação do radical 
hidroxil HO•), terminação de reações em cadeia dos radicais pela recombinação do radical e 
a aceitação de elétrons das cadeias de transporte de elétrons mitocondrial. Por este motivo, o 
considerável potencial dos nitróxidos cíclicos relacionados como antioxidantes têm 
estimulado inúmeros estudos de suas reações com espécies reativas derivadas de oxigênio. 
Estudos propõem que nitróxidos atenuam a injúria tecidual em condições inflamatórias 
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devido principalmente a sua capacidade de reagir rapidamente com ambos, dióxido de 
nitrogênio e radical carbonato. Em conseqüência, os nitróxidos são oxidados ao cátion 
oxamônio correspondente, o qual, por sua vez, pode ser reciclado ao nitróxido através de 
reações com espécies precursoras, como peroxinitrito e peróxido de hidrogênio, ou com 
redutores celulares. Um possível mecanismo auxiliar de proteção é a regulação negativa da 
expressão da i-NOS. Em comparação, as reações de nitróxidos com oxidantes derivados do 
óxido nítrico têm sido investigadas menos frequentemente. 
 
 
1.5.8- Estresse oxidativo e a Retinopatia Diabética 
 
 O estresse oxidativo, conseqüente da produção excessiva de ROS e pela supressão da 
remoção de ROS pelo sistema de defesa antioxidante, está implicada no desenvolvimento de 
muitas patologias, incluindo a doença de Alzheimer, o diabetes e as suas complicações 
(Kowluru e cols., 2007). 
 
O estresse oxidativo é considerado a ligação entre os elevados níveis de glicose e as 
anormalidades metabólicas importantes na patogênese das complicações diabéticas, dentre 
elas o desenvolvimento e progressão da RD (Kowluru, 2001) com a produção de espécies 
reativas do oxigênio (ROS) e/ou diminuição dos sistemas antioxidantes, e disfunção 
mitocondrial (Sivitz e cols., 2010). Estes radicais livres lesam proteínas, lipídeos e ácido 
desoxirribonucléico, alterando entre outras, a função mitocondrial, mediador central da 
morte programada da célula (Budd e cols., 2000). A retina é particularmente susceptível ao 
estresse oxidativo por ter alto consumo de oxigênio, alta proporção de ácidos graxos 
polinsaturados e por ser exposta à luz (Jain, 2006). 
 
Outro efeito do estresse oxidativo é a participação no ciclo celular induzindo a morte 
programada das células (apoptose) (Danial e Korsmeye, 2004). A apoptose é um processo 
firmemente regulado de morte celular que permite a eliminação de células “não desejadas” 
(Nicholson e Thornberry, 2003). Entretanto, em certas condições, a apoptose inapropriada 
contribui na patogênese de câncer, doenças cardiovasculares e doenças neurodegenerativas 
(Yuan e Yankner, 2000), e também está descrito nas fases iniciais da patogênese da RD, 
tanto em células vasculares (Joussen e cols., 2001) como em células neurais da retina 
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(Barber e cols., 1998). 
A mitocôndria contribui para a maior parte da produção de ânion superóxido na 
retina, já o NADPH oxidase e o óxido nítrico sintase contribuem com uma parcela menor. 
Estudos do nosso grupo demonstraram que a mitocôndria contribui significativamente na 
produção de ânion superóxido (O2−) na retina (em torno de 60% da produção total) (Silva e 
cols., 2009). A produção de O2− mitocondrial ocorre através da cadeia transportadora de 
elétrons mitocondrial. Em ambiente hiperglicêmico, fontes geradoras de energia derivadas 
da glicose aumentam a oferta de elétrons para o transporte mitocondrial. Como resultado, o 
gradiente de prótons em toda a membrana mitocondrial aumenta até um limite crítico. Neste 
ponto, a transferência de elétrons para o interior complexo III é bloqueada (Korshunov e 
cols., 1997), aumentado o nível de elétrons na coenzima Q que doa elétrons, um de cada vez 
para o oxigênio molecular, gerando assim superóxido (Brownlee, 2005). A produção de O2− 
mitocondrial inicia uma cascata de eventos com a geração de mais O2−, peróxido de 
hidrogênio (H2O2), radical hidroxila (OH-), e peroxinitrito (ONOO−), compostos instáveis 
que lesam lipídeos, proteínas e DNA celulares (Bergamini e cols., 2004). 
 
O H2O2 é rapidamente convertido via catalase e glutationa peroxidase, porém com 
risco de gerar um radical altamente instável, OH-, o que significa lesão oxidativa da célula. 
Este radical reage rapidamente com gorduras insaturadas causando peroxidação lipídica 
(Sullivan e cols., 2000). Estudos demonstraram que os níveis de O2− são elevados na retina 
de ratos diabéticos e em células de retina incubadas com alta taxa de glicose (Du e cols., 
2003). O conteúdo de H2O2 também está aumentado na retina de modelos 
experimentalmente diabéticos (Ellis e cols., 2000). A peroxidação lipídica e a lesão 
oxidativa do DNA (indicada pela presença do 8-hydroxy-2`-deoxyguanosine (8-OHdG)) 
também estão elevadas na retina no DM (Kowluru, 2001). Os níveis de peroxinitrito 
também foram encontrados elevados na retina no DM de curta duração e permanece elevado 
até 14 meses de DM em ratos (Kowluru e cols., 2001).  
 
Estudo recente realizado pelo nosso grupo demonstrou que em ratos hipertensos e 
experimentalmente diabéticos com 4 semanas de idade e 20 dias de duração do DM ocorre 
um aumento na nitração da tirosina e da lesão do DNA em comparação com os animais 
diabéticos normotensos. A citotoxicidade demonstrada foi secundária ao aumento da 
produção de superóxido e uma significativa diminuição nos níveis de glutationa reduzida na 
retina. Estes dados demonstram que a concomitância do DM e da hipertensão arterial 
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exacerba os efeitos oxidativos tóxicos na retina o que demonstra o prejuízo do sistema 
antioxidante (Pinto e cols., 2007).  
 
Juntamente com o aumento das espécies reativas e seus produtos na retina de animais 
diabéticos, a atividade das enzimas responsáveis pela defesa antioxidante como SOD, 
glutationa redutase, glutationa peroxidase e catalase também estão diminuídas (Kowluru e 
cols., 1997; Pinto e cols., 2007). Assim como em modelos animais, pacientes diabéticos 
também possuem baixos níveis de antioxidantes não enzimáticos como vitamina C, vitamina 
E e β-caroteno no plasma (Ford e cols., 2003). 
 
O aumento nas espécies reativas e diminuição na defesa antioxidante, como 
demonstraram os estudos citados acima, são observados tanto em modelos experimentais, 
quanto em pacientes diabéticos. Pacientes diabéticos tipo 2, possuem aumento da produção 
dos radicais livres, e diminuição dos mecanismos antioxidantes, o que têm sido associado às 
complicações microvasculares do DM, incluindo a RD (Dandona e cols., 1996). Portanto o 
aumento da produção de superóxido associado com diminuição do sistema antioxidante 
pode estar envolvido no mecanismo das complicações retinianas no DM.  
 
 
1.6 – Poli (ADP-ribose) polimerase (PARP) 
 
Poli ADP-ribose polimerases (PARPs) são enzimas nucleares que catalisam a 
transferência de múltiplos grupos ADP-ribose da nicotinamida-adenina dinucleotídeo 
(NAD) para as proteínas alvo. Esta transferência é considerada uma modificação pós-
translacional que recebe o nome de poli (ADPribosil)ação. A família da PARP é composta 
por 17 membros e cada um deles possuem diferentes funções e estruturas na célula. Além da 
regulação de sobrevivência e morte programada das células, a família da PARP está 
associada a outras funções biológicas como a regulação de transcrição, coesão do telômero e 
formação do fuso mitótico durante a divisão celular, tráfico intracelular e metabolismo 
energético (Schreiber e cols., 2006). 
 
A NAD é composta por dois nucleotídeos juntos no grupo fosfato, sendo um 
nucleotídeo com base de adenina e outra contendo uma base de nicotinamida. É uma 
biomolécula versátil conhecida há décadas que possui a função de uma coenzima em 
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diversas reações de oxidorredução (Rongvaux e cols., 2003). NAD+ também serve como um 
substrato em processos celulares em que a molécula de ADP-ribose é transferida ou para um 
receptor de aminoácidos, que é referido como mono ou poli (ADP-ribosil)ação  
(dependendo se uma ou mais molécula de uma fração é transferida) ou para um grupo acetil 
para gerar 2'-Oacetyl - ADP-ribose. Em ambos os casos, a NAD+ resultante do consumo e a 
concomitante produção de derivados de ADP-ribose poderia se ligar ao NAD + e 
proporcionar estado de energia para vários aspectos da sinalização celular (Berger e cols., 
2004). 
 
 A isoforma mais caracterizada e estudada é a PARP-1, responsável pela organização 
espacial e temporal do reparo do DNA. Em resposta à fragmentação do DNA, ela transfere 
unidades de ADP ribose do NAD+ para as proteínas nucleares. O NAD+ é utilizado como 
substrato para catalisar a ligação covalente das unidades de ADP-ribose do grupo 
carboxílico-γ dos resíduos do aminoácido Glu de proteínas receptoras que normalmente 
estão associadas com transações do DNA (heteromodificaçao) ou da própria PARP-1 
(automodificaçao). O polímero resultante da ADP-ribose (PAR) pode interagir de forma 
seletiva, com um número de alvos de proteínas que estão envolvidas na resposta celular aos 
danos no DNA e no metabolismo do DNA. Estes alvos contém ligações de PAR que muitas 
vezes confunde-se com um domínio funcional, tais como uma proteína ou um domínio 
ligado ao DNA e isso explica como ligações de PAR podem alterar as propriedades 
funcionais dos alvos (Pleschke e cols., 2000). 
 
A PARP-1 é também conhecida por desempenhar o papel fundamental em vários 
distúrbios agudos e crônicos de inflamação (Mabley e cols., 2001), doenças 
cardiovasculares, câncer e diabetes mellitus (Schreiber e cols., 2006). Em algumas situações, 
ela funciona como um co-ativador de fatores de transcrição como o NF-kB resultando na 
síntese de mediadores pró-inflamatórios (Hassa e cols., 2003). Entre eles, está a iNOS, que 
produz óxido nítrico e, posteriormente, peroxinitritos e radicais hidroxila altamente reativos 
que, por sua vez, causam danos no material genético na célula-alvo. Em seguida, o resultado 
da ativação da PARP-1 irá induzir a morte celular independente da caspase, a qual envolve a 
liberação da proteína indutora de apoptose (AIF), flavoproteína, da mitocôndria (Yu e cols., 
2002). Como as caspases não estão envolvidas neste processo, a PARP-1 se mantém intacta 
para ser ativada pelo DNA fragmentado, o que resulta na síntese excessiva de PAR, NAD +, 
esgotamento de ATP e, finalmente, morte celular. 
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Figura 23. A intensa poli ADP-ribosilação resulta em níveis elevados de apoptose. Em 
situações de estresse oxidativo, a produção excessiva de PARP-1 aumenta o consumo de 
NAD+ celular que acarreta na depleção de NAD+ e ATP. A crise energética pode culminar 
na disfunção e morte celular. Esta apoptose pode ser caspase-independente e ser mediada 
pelo fator de indução de apoptose (AIF). 
 
 
O desenvolvimento das complicações do DM está associado ao 
aumento do estresse oxidativo e nitrosativo o que pode danificar o DNA levando à ativação 
da PARP (Obrosova e cols., 2005). A super ativação desta enzima exacerba o estado 
oxidativo da célula através do seu consumo de NAD. Ela está associada a doenças 
relacionadas ao diabetes como disfunção endotelial e do miocárdio (Garcia Soriano e cols., 
2001; Pacher e cols., 2002), neuropatia autonômica e periférica (Obrosova e cols., 2008) e 
nefropatia (Szabo e cols., 2006).  
 
O papel da PARP nas complicações oculares dos diabéticos merece uma avaliação 
profunda, considerando que a PARP-1 é expressa abundantemente no cristalino (Tamada e 
cols., 2000) e na retina (Obrosova e cols., 2006). Sua ativação contribui para a formação de 
pericitos fantasmas e capilares acelulares, (Zheng e cols., 2004), aumento da adesão de 
leucócitos nas células endoteliais (Sugawara e cols., 2004) e formação de VEGF (Obrosova 
e cols., 2004) e angiogênese (Tentori e cols., 2007). Na RD, dentre as características iniciais, 
observa-se o aumento da produção de fatores vasoativos, como a endotelina 1 (ET-1) e o 
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aumento da síntese de proteínas de matriz extracelular (ECM) como a fibronectina (FN) FN 
(Xu e cols., 2008). Este aumento de fatores vasoativos pode ser explicado pela ativação do 
NFκB pela PARP (Hassa e cols., 2003). PARP modula a atividade NFκB através da histona 
acetiltransferase (HAT). A p300 é provavelmente a mais importante, pois desempenha papel 
fundamental na diferenciação e na regulação do crescimento de diversos fatores de 
transcrição (Goodman e Smolik, 2000). A expressão do mRNA da p300 é significativamente 
reduzida em células de murinos deficientes de PARP (Hassa e cols., 2003). A alta 
concentração de glicose faz com que a promove o aumento da regulação da p300 nas células 
endoteliais e no coração e na retina de animais diabéticos (Kaur e cols., 2006). A ativação 
epigenética do p300 pode afetar vários fatores de transcrição, como os fatores de transcrição 
da familia MEF2 em miocitos cardíacos (McKinsey e cols., 2002).  Em alguns sistemas, o 
aumento de proteínas do MEC está ligado à fatores de transcrição como o MEF2 (Wang e 
cols., 2004). Foi descrito que a ativação da PARP também está implicada na formação de 
catarata em ratos diabéticos (Drel e cols., 2009). 
 
Estudos farmacológicos têm demonstrado os benefícios terapêuticos de várias classes 
de inibidores de PARP em diferentes modelos de inflamação, doença neurodegenerativas e 
vasculares, sendo que alguns destes inibidores entraram em estudos clínicos com humanos 
(Jagtap e Szabo, 2005). A inibição da PARP no diabetes também impede a manifestação da 
ativação glial (acúmulo de GFAP) e apoptose na retina neural (Drel e cols., 2009).  
 
 
1.7 – T EMPOL  
 
O TEMPOL (4-hidroxi-2,2,6,6-tetrametil-piperidine-1-oxil) é um radical livre 
extremamente estável sintetizado na década de 1970 por cientistas russos. Devido à sua alta 
estabilidade é facilmente detectado e é comumente utilizado como uma sonda em 
espectroscopia de ressonância paramagnética eletrônica (EPR). 
 
 Apresenta baixo peso molecular, metal-independente, mimético da enzima 
antioxidante SOD, com excelente permeabilidade celular. Desempenha funções semelhantes 
a outras enzimas, como a catalase, facilitando o metabolismo do peróxido de hidrogênio. 
Este composto está entre os mais potentes nitróxidos na proteção de células e tecidos contra 
danos causados pelo ROS (Krishna e cols., 1992, 1996a, 1998) e atenuam a injúria tecidual 
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em condições inflamatórias devido principalmente a sua capacidade de reagir rapidamente 
com ambos, dióxido de nitrogênio e radical carbonato. Em conseqüência, os nitróxidos são 
oxidados ao cátion oxamônio correspondente, o qual, por sua vez, pode ser reciclado ao 
nitróxido através de reações com espécies precursoras, como peroxinitrito e peróxido de 
hidrogênio, ou com redutores celulares em condições inflamatórias, os quais são 
caracterizados por um aumento da produção de óxido nítrico e derivados oxidantes.  
 
Figura 24. Estrutura molecular do TEMPOL (Wilcox e Pearlman, 2008). 
 
 
O TEMPOL possui um importante papel atuando como hipotensor. Muitos estudam 
abordam a hipótese de que os efeitos antihipertensivos seja a restauração da ação do NO, 
cuja bioatividade encontra-se incompleta nos vasos sanguíneos e no rim durante a 
hipertensão (Wilcox, 2005; Wilcox e Pearlman, 2008). O TEMPOL provavelmente melhora 
os efeitos do NO• através da prevenção da bioinativação pelo O2•- (Rubanyi and Vanhoutte, 
1986); aumento do estímulo de geração de NO endotelial através da “shear forces” (pressão 
mecânica causada pelo fluxo sanguíneo na parede do endotélio), pela interrupção da 
incorporação do NO na glutationa formando o S-nitrosogluationa (Schrammel e cols., 2003) 
e pelo reacoplamento da eNOS através da melhora da disponibilidade da forma reduzida da 
tetrahidrobiopterina (BH4) (Cai e Harrison, 2000). Este efeito de “direcionar” o óxido 
nítrico para desempenhar papéis fisiológicos e não patológicos é dependente da cGMP. 
Autores propõem que TEMPOL melhora a sinalização do NO via cGMP em modelos de 
estresse oxidativo (Liu e cols., 2007b). 
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Estudos demonstraram a rapidez da permeabilidade do TEMPOL nas células e a 
ampla distribuição no organismo sendo capaz de reagir com o O2-• do citoplasma e da 
mitocôndria (Van der Poel e cols., 2006). Este composto também foi capaz de penetrar 
intacto na pele (Herrling e cols., 2002) onde esteve acumulado no compartimento de 
lipídeos no estrato córneo (Li e cols., 2001), ser distribuído rapidamente no humor aquoso 
(Zamir e cols., 1999) e ser difundido através da cartilagem para dentro do osso (Fischer e 
cols., 1995). Estudos extensos são necessários para demonstrar o difícil mecanismo de 
proteção do TEMPOL contra as espécies reativas do oxigênio e do nitrogênio. 
Recentemente, demonstrou-se que o TEMPOL desvia a nitração da decomposição do 
peroxinitrito para espécies nitrosativas através da reação com os radicais derivados do 
peroxinitrito oxidado, o radical hidroxil e o ânion radical carbonato, para produzir o cátion 
oxamonium que oxida o peroxinitrito para oxigênio e óxido nítrico (Carrol e cols., 2000). 
Deste modo, os efeitos protetores do TEMPOL contra as lesões associadas à superprodução 
de óxido nítrico (Cuzzocrea e cols 2000) poderiam ser atribuídos à sua atividade de 
superóxido dismutase na prevenção da produção de peroxinitrito (Offer e cols 2000), na 
catálise da decomposição de peroxinitrito para trióxido de dinitrogênio (Bonini e cols 2001) 
ou ambos. Estudos têm demonstrado a importante ação conferida pelo TEMPOL na redução 
de ativação da PARP, como por exemplo observado em modelo animal de periodontite (Di 
Paola e cols., 2005). 
 
Um estudo realizado por Chen et al. (2007) demonstrou que a associação do 
tratamento de TEMPOL + NAC reduziu a leucostase (fenômeno precoce na patogênese da 
RD) na retina de ratos com 2 semanas de DM induzido por estreptozotocina e na retina de 
ratos que receberam injeção intravítrea de ANG II (Chen e cols., 2007). Outro estudo 
demonstrou que o TEMPOL conferiu neuroproteção em retina de modelos experimentais de 
glaucoma, pois foi capaz de eliminar a nitraçao da tirosina, atenuar a peroxidação lipídica e 
reduzir o número de células em apoptose (El-Remessy e cols., 2003). Este efeito 
neuroprotetor também foi observado em compostos derivados da forma reduzida do 
TEMPOL-H (OT-551), os quais foram capazes de inibir a peroxidaçao lipídica resultando na 
melhora morfológica e funcional das células fotoreceptoras da retina em animais expostos à 
luz (Tanito e cols., 2007). Em cultura de células, a associação de TEMPOL com inibidor de 
caspase promoveu a redução da produção de ROS e aumentou em torno de 20% a 
sobrevivência de células ganglionares da retina (Tezel e Yang 2004). Este efeito observado 
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em células ganglionares foi observado em modelos animais tratados somente com TEMPOL 
ou a associação deste com sobrecarga de ferro (Thaler e cols. 2009). A forma reduzida, 
TEMPOL-H (OT-674) mostrou também ser um potente antioxidante contra os processos 
foto oxidativo gerado em cultura de células pigmentares de retina, o qual é considerado um 
grande fator de risco para o desenvolvimento de edema macular (Zhou e cols., 2008).  
  
 
Figura 25. A redução da forma oxidada 4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-n-oxyl 














































Devido ao fato de nenhum agente farmacológico seguro até o momento ter sido eficaz 
em prevenir, retardar ou reverter a RD e os tratamentos intervencionistas disponíveis serem a 
fotocoagulação à laser, a vitrectomia e as injeções intravítreas de algumas drogas, faz-se 
necessário o estudo de um possível fármaco capaz de proteger a retina de marcadores 
precoces da RD. Conhecendo o estresse oxidativo como uma via capaz de explicar as 
anormalidades bioquímicas presentes na RD, tem sido observado o grande desempenho dos 
antioxidantes em estudos com RD. Mediante a esta realidade, o objetivo deste trabalho foi 
estudar e investigar os efeitos do nitróxido TEMPOL na retina de um modelo animal 
espontaneamente hipertenso e experimentalmente diabético e compreender os possíveis 
mecanismos envolvidos na ação deste cristal laranja considerado um antioxidante não-
clássico. A compreensão terapêutica obtida deste mimético acarretará em futuros estudos do 

















































________________________________________________ 3-MATERIAIS E MÉTODOS 
 




 Para este estudo foram utilizados ratos machos espontaneamente hipertensos 
(SHR) e seus controles normotensos, wistar-kyoto (WKY) com 4 semanas de idade. Os 
animais SHR diabéticos (DM-SHR), após a confirmação da indução do DM, foram 
randomizados a receber (DM-SHR tempol) ou não tratamento intraperitoneal de 
TEMPOL (250 mg/Kg/dia), de acordo com publicações prévias (Biswas e Lopes de 
Faria, 2007). O grupo DM-SHR que não recebeu tratamento, injetou-se solução 
fisiológica (NaCl) para obter o mesmo “estresse”gerado pelas aplicações de injeções 
intraperitoneal. A duração do DM foi de 20 dias.  O rato SHR, é o modelo mais estudado 
de hipertensão arterial observado em número de publicações (Pinto e cols., 1998). Esta 
linhagem foi obtida durante 1960 por Okamoto e colaboradores, em Kyoto, Japão, 
através de seleções de cruzamentos de ratos WKY com pressão elevada e que utilizou o 
WKY como controle do SHR (Okamoto, 1963). O desenvolvimento da hipertensão inicia 
em torno de 5 à 6 semanas de idade, atingindo as pressões sistólica entre 180 e 200 
mmHg na fase adulta (Conrad, 1995). Os animais foram criados no biotério central da 
Unicamp a partir de matrizes importadas da Taconic (Germantow NY, EUA). Todos os 
experimentos seguiram as orientações da Associação para Pesquisa em Visão e 
Oftalmologia sobre a utilização de animais e foram aprovados pelo Comitê de Ética 
Institucional local para experimentação animal (CEEA/IB/UNICAMP, protocolo no. 
1408-1). Os animais foram mantidos em gaiolas-padrão com água e ração ad libitum, 
com ciclos dia-noite (luz fluorescente 500 lux) de 12/12 horas. Antes das manipulações 
experimentais, os animais foram anestesiados com pentobarbital sódico 3% (30 mg/Kg 
Hipnol®, Fontoveter, Brasil). 
 
Desenho do estudo: 
Animais com quatro semanas de idade (4 grupos): 
                                                   SHR             WKY 
 
             SHR                     DM-SHR           DM-SHR tempol                 WKY 
                                        Solução fisiológica            Tempol  
                                           intraperitoneal            intraperitoneal 
 
                                Após 20 dias de DM os animais foram eutanaziados 
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3.2. Procedimentos  
 
3.2.1. Peso dos Animais 
 
Os animais foram pesados no início para os cálculos de estreptozotocina (STZ) e 
para o registro de peso inicial dos dados de parâmetros fisiológicos dos grupos 
estudados e no dia do sacrifício para comparação entre os grupos. 
 
 
3.2.2. Medida da pressão arterial sistólica 
 
  A pressão arterial sistólica foi determinada na cauda dos ratos, aquecidos a 
aproximadamente 36°C por aproximadamente 10 minutos, não anestesiados e acostumados 
ao procedimento, utilizando-se um sensor em um cuff na cauda dos ratos. Os valores foram 
registrados por um pletismógrafo (Narco Bio System, Houston, Tx, USA). Foram 




3.2.3. Indução de diabetes mellitus 
 
A indução do DM foi realizada através da injeção de STZ, 60 mg/Kg (Sigma, St 
Louis, MO, USA), na veia caudal, dissolvida em tampão citrato 0,5 M, pH 4,5. A STZ é um 
agente anti-bacteriano de largo espectro que foi isolado de Streptomyces achromogenes em 
1959 (HERR e cols., 1960) e tem sido amplamente utilizado em pesquisas sobre o DM. A 
atividade diabetogênica ocorre pela necessidade do núcleo de glicose na molécula de STZ 
exercer uma função carreadora, promovendo o contato com a membrana da célula β, 
produtora de insulina (Rerup, 1970). Com isso, o transportador de glicose das células β, 
GLUT2, parece ser uma molécula alvo essencial da toxicidade da STZ sobre essas células, 
um evento que precede as reações químicas contra as células β (Wang e Gleichmann, 1998) 
quando submetidas a doses diárias pequenas de STZ. Se o modelo experimental for através 
de injeção de alta dose de STZ, como neste caso, ocorre metilação do DNA das células β e 
apoptose. Os animais dos grupos controles receberam injeção endovenosa de tampão 
citrato, seguindo o mesmo protocolo utilizado para o grupo diabético. 
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 Após 48 horas da injeção de STZ, a confirmação da presença do DM foi realizada 
através da glicemia dos animais pelo método da glicose oxidase (Glicose PAP Liquiform, 
Labtest 1 e 2) e incluídos no estudo animais com glicemia acima de 15 mmol/L (270 
mg/dl). Antes do sacrifício dos animais, a glicemia foi realizada novamente para 





 A glicemia foi realizada após 3 horas de jejum dos animais. Os ratos foram 
anestesiados e o sangue periférico da cauda do animal foi coletado. Imediatamente, o 
sangue foi colocado em eppendorf heparinizado, centrifugado a 3.000 RPM por 10 
minutos. O sobrenadante, ou seja, o plasma foi utilizado para a determinação da glicemia 
através do método enzimático colorimétrico (Glicose PAP Liquiform, Labtest 1 e 2). Tubos 
de ensaio contendo 1 ml do reagente de cor receberam 10µl do padrão de glicose ou 10 µl 
de amostra e foram homogeinizados. Os tubos foram incubados em banho-maria à 37°C 
durante 15 minutos. Após esta etapa, a leitura foi realizada no espectrofotômetro em 
comprimento de onda de 500 nm. As amostras foram analisadas em duplicata e os padrões 
em triplicata. O valor para hiperglicemia foi considerado acima de 15 mmol/L (270 mg/dl). 
 
 
3.2.5. Preparo do TEMPOL 
 
 Para este tratamento, utilizou o nitróxido TEMPOL, 4-hidroxi-2,2,6,6-tetrametil-
piperidine-1-oxil, mimético da superóxido dismutase (Calbiochem) com fórmula molecular 
de C9H18NO2 e massa molar de 172,2. O tratamento com TEMPOL foi administrado 
através de injeção intraperitoneal (250mg/Kg equivalente a 1,45µmol/g). A droga e o 
animal foram pesados diariamente. O TEMPOL foi diluído em 400 µl de solução 
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3.2.6. Preparo dos globos oculares para estudos de imunohistoquímica 
 
O mecanismo básico da imuno-histoquímica é o reconhecimento do antígeno a ser 
pesquisado por um anticorpo específico. A técnica usual utiliza um anticorpo secundário, 
que se liga ao anticorpo primário e é associado a um complexo de visualização (complexo 
avidina-biotina-enzima-cromógeno ou polímero com amplificação). O cromógeno mais 
utilizado é o DAB (diaminobenzidina) que confere cor marrom ao precipitado permanente. 
As áreas "positivas" coram-se de marrom e as "negativas" com o corante utilizado para 
contra-coloração, geralmente a hematoxilina (azul). Após a eutanásia dos animais, os olhos 
foram enucleados, fixados “overnight” em paraformaldeído 4 % e posteriormente 
transferidos para álcool 70%. À seguir, os globos oculares receberam tratamento com xilol e 
álcool e, foram incluídos em parafina.  Os cortes foram seccionados transversalmente com 5 
micrômetros de espessura e transferidos para uma lâmina tratada com a solução de poli-l-
lisina (Sigma-Aldrich, EUA). Foram utilizados 8 cortes não consecutivos de retina de um 
olho para cada animal e foram analisados pelo menos 3 animais por grupo 
 
 
3.2.7. Extração de proteína retiniana para ensaios de Western Blot 
 
Western blot é um método em biologia molecular e bioquímica para detectar 
proteínas em um homogenato (células bem trituradas) ou um extrato de um tecido biológico. 
Essa técnica usa eletroforese em gel para separar as proteínas desnaturadas por massa. As 
proteínas são transferidas do gel para uma membrana (tipicamente de nitrocelulose), onde 
serão usados como sonda anticorpos específicos à proteína. Como resultado, é possível 
analisar a expressão da proteína em uma dada amostra e comparar os níveis entre os diversos 
grupos. 
Para extração de proteína retiniana, as retinas foram isoladas do epitélio pigmentado 
da retina e transferidas para 300µl de tampão de homogeneização (Tris-HCL 30 mM, EGTA 
10 mM, EDTA 5 mM, sacarose 250 mM e 1 mM DTT (DL-Dithiothreitol), pH 7.5 
suplementado com 12 µl de coquetel de inibidores de protease (Complete®, Boehringer 
Mannheim, Germany). O homogeneizado foi submetido às ondas de ultra-som. Após 
centrifugação, 9000 RPM por 10 minutos à 4°C, uma alíquota foi separada para 
quantificação da proteína total pelo método de Bradford (Bradford, 1976). O restante foi 
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misturado no tampão de corrida contendo: 10% de glicerol, 0,06% de azul de bromofenol e 





3.3.1. Western blot para quantificação da expressão protéica de GFAP, FN, Cu-Zn SOD, 
PARP and iNOS em tecido retiniano 
 
 Primeiramente foram realizados ensaios para otimização dos métodos para cada 
proteína estuda. Amostras de 20, 50, 60 e 100 µg de proteína de retina para GFAP, FN e 
PARP, Cu-Zn SOD e iNOS respectivamente foram submetidas à eletroforese em gel de 
10% (com exceção da PARP, 9%) com SDS-poliacrilamida. Após a eletroforese, as 
proteínas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Bio-Rad). Em seguida, 
foi realizado bloqueio inespecífico com leite desnatado 5% ou BSA 1% (para i-NOS) em 
tampão TBS-T (10 mM Tris-base, 15 mM NaCl  e Tween-20 a 1%). A seguir as 
membranas foram incubadas com os respectivos anticorpos primários: cabra policlonal 
anti-GFAP (1:100, Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, CA), cabra policlonal anti-
FN (1:1000, Calbiochem-Novabiochem, La Jolla, CA), coelho policlonal anti-iNOS 
(1:500, Cell Signaling Technology, Beverly, MA), coelho policlonal anti-Cu-Zn SOD 
(1:4000, Upstate, Cell Signaling Solutions, NY) ou camundongo monoclonal anti-PARP 
(1:1000, Trevigen, Gaithersburg, MD) e então incubadas com os respectivos anticorpos 
secundários conjugados com HRP. Os sinais foram visualizados através de 
quimioluminescência (SuperSignalTM CL-HRP Substrate System, Pierce, Rockfor, IL), 
de acordo com as instruções do fabricante, e posteriormente autoradiografadas. Para 
confirmação da uniformidade da concentração das proteínas, as membranas foram lavadas 
com tampão TBS-T, bloqueadas com leite 5 % e reblotadas com anticorpo de cabra 
policlonal anti β-actina (1:500; Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, CA) em BSA 
1%, seguido pelo anticorpo anti cabra IgG conjugada com HRP (1:5000; Santa Cruz 
Biotechnologies, Santa Cruz, CA) em leite 5%. A intensidade das bandas foi quantificada 
por densitometria computadorizada (BIO-RAD Model GS 700 Imaging Densitometer). 
Foram realizados experimentos em triplicatas. 
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3.3.2. Imunohistoquímica para detecção de proteína acídica fibrilar glial (GFAP) na retina 
 
 O GFAP, subunidade dos filamentos intermediários do citoesqueleto celular, está 
presente no citoplasma de células gliais como os astrócitos. O aumento da imunoreatividade 
do GFAP nas células gliais da retina confirmam a neurodegeneração. 
 Os cortes foram submetidos à desparafinização com xilol, re-hidratação com 
passagens por concentrações decrescentes de etanol, recuperação antigênica em tampão 
citrato 10 mM pH 6,0 com aquecimento em microondas (2 ciclos de 5 min.) e posterior 
banho de gelo de 20 min. O bloqueio da peroxidase endógena com metanol e peróxido de 
hidrogênio e bloqueio das ligações inespecíficas com leite desnatado 1% em PBS (tampão 
fosfato) 1 hora; à seguir as lâminas foram incubadas com o anticorpo policlonal de cabra 
anti-GFAP (1:100, Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, CA) em BSA 1% à 4ºC 
overnight. Após 3 lavagens de 5 minutos em PBS, aplicou-se o anticorpo secundário anti 
cabra IgG conjugado de biotina  (1:200, Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, CA) foi 
aplicado por 1 hora em temperatura ambiente. Após as lavagens novamente com PBS, as 
lâminas foram incubadas com complexo avidina-biotina 1:50  (ABC) (Vector Laboratories, 
Burlingame, CA) por 40 minutos seguido pela adição de diaminobenzidina tetrahidroclorido 
(DAB) (Sigma). Os cortes foram reidratados e montados com entellan; o controle negativo 
foi obtido omitindo-se o anticorpo primário. Esta imunolocalização foi realizada apenas para 
observar a intensidade da reação glial nas camadas da retina. 
 
 
3.3.3. Imunohistoquímica para detecção de nitrotirosina (NT) 
 
 O peroxinitrito é um poderoso agente oxidante e nitrante que pode danificar 
diretamente proteína lipídeos e DNA (Halliwell, 2006). O peroxinitrito pode reagir com 
resíduos de tirosina presentes em proteínas formando a nitrotirosina. Portanto, a nitrotirosina 
pode ser usada como um biomarcador de estresse oxidativo e nitrosativo. O ensaio iniciou-se 
com os cortes na estufa a 60°C por 1 hora. Após esta primeira etapa de recuperação 
antigênica, o tecido foi desparafinizado com xilol, re-hidratado com passagens por 
concentrações decrescentes de etanol, recuperação antigênica em tampão citrato 10 mM pH 
6,0 aquecido em microondas (2 ciclos de 2,5 min.) e posterior banho de gelo de 20 min. O 
bloqueio da peroxidase endógena foi realizado com metanol e peróxido de hidrogênio e 
bloqueio das ligações inespecíficas com leite desnatado 1% em PBS (tampão fosfato) 1 hora; 
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à seguir as lâminas foram incubadas com o anticorpo policlonal de coelho anti-NT (1:200, 
Upstate Cell Signaling Solutions, Lake Placid, NY) em BSA 1% à 4ºC overnight. Após 3 
lavagens de 5 minutos em PBS, as lâminas receberam anticorpo secundário anti coelho IgG 
conjugado de biotina  (1:200, Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, CA) por 1 hora em 
temperatura ambiente. Após as lavagens com PBS, as lâminas foram incubadas com 
complexo avidina-biotina 1:50  (ABC) (Vector Laboratories, Burlingame, CA) por 40 
minutos seguido pela adição de diaminobenzidina tetrahidroclorido (DAB) (Sigma). Os 
cortes foram contra-corados com hematoxilina, desidratados e montados com entellan; o 
controle negativo foi obtido omitindo-se o anticorpo primário. As lâminas foram observadas 
em um microscópio Leica DMLS (Leica, Bensheim, Germany) sob o aumento de 1000x. As 
imagens da retina foram digitalizadas com câmera Samsung S1030 conectada ao 
microscópio. Foi considerada a porcentagem de intensidade por área de retina obtida através 
do softaware Bio Color Scanner ™ Versão 226. 
 
 
3.3.4. Imunohistoquímica para detecção de poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) 
  
 O tecido foi desparafinizado com xilol, re-hidratado com passagens por 
concentrações decrescentes de etanol e a recuperação antigênica foi realizada em tampão 
citrato 10 mM pH 6,0 com aquecimento em microondas (2 ciclos de 5 min.) e posterior 
banho de gelo durante 20 min. O bloqueio da peroxidase endógena foi feito com metanol e 
peróxido de hidrogênio durante 10 min. e o bloqueio das ligações inespecíficas com leite 
desnatado 1% em PBS (tampão fosfato) 1 hora; à seguir as lâminas foram incubadas com o 
anticorpo monoclonal de camundongo anti-poli (ADP) ribose (PAR) (1:1000, Trevigen, 
Gaithersburg, MD) em BSA 1% à 4ºC overnight. Este anticorpo detecta a atividade da PARP 
através da ribosilaçao das poteínas. Após 3 lavagens de 5 minutos em PBS, o polímero 
marcado com fosfatase alcalina conjugado com anticorpo de anti camundongo IgG 
conjugado de biotina  (1:200, Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, CA) foi aplicado por 
1 hora em temperatura ambiente. Após as lavagens novamente com PBS, as lâminas foram 
incubadas com complexo avidina-biotina 1:50  (ABC) (Vector Laboratories, Burlingame, 
CA) por 40 minutos seguido pela adição de diaminobenzidina tetrahidroclorido (DAB) 
(Sigma). Os cortes foram lavados em água destilada e posteriormente água corrente, 
reidratados e montados com entellan; o controle negativo foi obtido omitindo-se o anticorpo 
primário. As lâminas foram observadas em um microscópio Leica DMLS (Leica, Bensheim, 
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Germany) sob o aumento de 1000x. Imagens da retina foram digitalizadas com câmera 
Samsung S1030 conectada ao microscópio. Para análise quantitativa, foi considerada a 
porcentagem de positividade de células por área de retina utilizando o software Bio Color 
Scanner ™ Versão 226. 
 
 
3.3.5. Detecção do ânion superóxido 
 
Como previamente descrito (Du e cols., 2003), a lucigenina (bis-N-
metilacridinio nitrato) (Invitrogen Inc., Eugene, OR) é um composto que emite luz 
quando interage com o superóxido. A retina foi extraída e transferida para um tubo de 
polipropileno contendo 250 µl de tampão RPMI e incubada por 5 horas em incubadora 
de CO2 à 5% de concentração do gás, à 37°C e em atmosfera umidificada a 95%. Após 
este período, foram adicionados 25 µM de lucigenina e realizadas 15 leituras com 
intervalos de 12 segundos no luminômetro (TD 20-E Luminometer Turner, USA) 
totalizando 3 minutos de leitura para cada amostra. A média destes valores foi 
normalizada pela concentração de proteína total quantificada por Bradford (Bradford, 
1976). A produção de superóxido foi expressa em unidades relativas de luminescência 
URL/min/mg de proteína. A concentração de proteína foi quantificada pelo método de 
Bradford (1976). A fórmula para os cálculos de produção de superóxido pelo método 
quimioiluminescente da lucigenina está descrito abaixo: 
 
RLU: 1000 x média das leituras 
[ ] prot.(µg) x 250µl 
  
 
3.3.6. Quantificação dos níveis dos produtos finais do óxido nítrico (NOx-) em tecido de 
retina 
  
 Diversos tipos celulares produzem óxido nítrico em níveis de picomolar para 
nanomolar. A determinação direta dos níveis de NO é difícil devido a sua curta meia-
vida e às muitas reações nas quais participa (Walters e cols., 1987). Por este motivo, a 
análise dos produtos estáveis do NO, nitrito (NO2) e nitrato (NO3) são freqüentemente 
analisados para determinação endógena de formação de NO.  
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 A retina de 1 olho foi extraída e sonicada em 150 µl de tampão de 
homogeneização com 6 µl de inibidor de protease. Após esta etapa, o homogenato foi 
centrifugado a 9000 rpm, 10 minutos à 4°C. O sobrenadante foi separado, retirou-se 
uma alíquota para quantifição de proteína e o restante foi armazenado a -80°C. No dia 
da análise, as amostras foram centrifugadas novamente a 11.000 rpm à 4°C durante 15 
minutos. 
 Os produtos do NO presentes no tecido da retina foram detectados através de um 
aparelho de quimioluminescência do Instituto de Química da Unicamp (Nitric Oxide 
Analyser - NOA, Sievers Intruments Inc, Boulder, Colorado, E.U.A.). Com uma 
seringa, alíquotas de 4 µL de amostra foram adicionados a uma purga de câmara 
contendo cloreto de vanádio (VCl3) (97 ° C) (Aldrich Chemical Company) em HCl 1N 
sob uma atmosfera de nitrogênio. A solução de VCl3 reduz nitrito e nitrato para gás NO, 
o qual é detectado pelo NOA. O NO liberado das amostras, convertido em gás e 
conduzido ao NOA, reage com o ozônio para produzir um sinal de 
quimioluminescência. O espectro de luz é proporcional à concentração de NO, o qual é 
calculado a partir de uma curva padrão de concentrações de NO3 conhecida. Cada 
amostra foi analisada em triplicata. O valor final obtido em µmol/l de NOx- foi corrigido 
pela concentração de proteína. 
 
3.3.7. Quantificação dos níveis de glutationa reduzida através de ensaio colorimétrico 
 Os níveis de glutationa reduzida foram avaliados pela metodologia de Beutler 
(Beutler e cols., 1963). As retinas foram extraídas e colocadas em eppendorf contendo 
300µl de ácido tricloroacético 10% (TCA), 5mM EDTA e sonicadas. O homogenato foi 
centrifugado a 3000 RPM por 15 minutos a 4ºC. As proteínas são desnaturadas pelo TCA 
e os aminoácidos ficam no sobrenadante. 200µl do sobrenadante foi colocado em 1 ml de 
Na2HPO4 e 125µl de ácido 2-nitrobenzóico (DTNB) em tubo de ensaio. Uma curva foi 
feita com diferentes concentrações de solução padrão de glutationa reduzida adicionadas à 
1 ml de Na2HPO4 e 125µl de DTNB em tubos de ensaio. Os tubos foram homogeneizados 
no vórtex e a leitura foi iniciada no espectrofotômetro a 412nm (Kowluru, 2001). A 
proteína total foi quantificada pelo método de Bradford. A expressão da glutationa 
reduzida de cada animal foi calculada segundo sua concentração pela concentração total 
da proteína. 
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3.3.8. Atividade da Cu-Zn superóxido dismutase (SOD) 
  
 Para este ensaio foi utilizado 1 retina. Após a extração, a retina foi lavada em 
PBS com heparina para remoção de eritrócitos e sonicada em 150µl de solução tampão 
HEPES 20mM pH 7,2 contendo 1mM EGTA, 210 mM manitol e 70mM. O 
homogenato de tecido foi centrifugado 1,500 x g por 5 minutos à 4°C. O sobrenadante 
foi removido e armazenado a -80°C. Uma alíquota foi separada para quantificação de 
proteína. 
 A atividade da enzima de Cu-Zn SOD foi estimada usando o kit da Cayman 
Chemical (Ann Arbor, MI). Este kit utiliza um sal de tetrazólio para detectar o radical 
superóxido gerado pela xantina oxidase e hipoxantina. Uma unidade de SOD é definida 
com a quantidade de enzima suficiente para dismutar 50% do radical superóxido. O 
ensaio mede a atividade da Cu-Zn SOD no tecido. A curva padrão foi obtida utilizando 
concentrações conhecidos de SOD. A reação foi iniciada pela adição de 20 µl de xantina 
oxidase diluída. A leitura foi realizada no espectrofotômetro (Elx800, Bio-Tek Ins, 
E.U.A.) monitorado continuamente a absorbância de 450 nm. Os cálculos foram feitos 
de acordo com o fabricante e corrigidos pela concentração de proteína obtida pelo 




3.3.9. Análise estatística  
 Os resultados foram expressos na forma de média ± desvio-padrão. Análises de 
Variância (ANOVA) seguido do teste de Fisher foram utilizadas para comparação das 
diversas variáveis entre os grupos de animais estudados e identificação dos grupos 
diferentes. Todos os valores foram analisados com o uso do software estatístico StatView. 







































4.1. Características fisiológicas dos animais estudados 
 
 Os animais do grupo SHR com 4 semanas de idade apresentaram menor peso inicial 
comparado aos animais do grupo WKY (p<0.0001) e esta característica manteve-se até o 
final do estudo (p<0.0001). Como esperado, o ganho ponderal no grupo DM-SHR foi menor 
em relação ao CT-SHR (p<0.0001). Este ganho no grupo DM-SHR tratado com TEMPOL 
reduziu significantemente comparado ao grupo não tratado DM-SHR (p=0.03). A pressão 
arterial sistólica (PAS) final nos grupos SHR foi significativamente maior em relação ao 
grupo WKY (p=0.004) e não foi modificada com o tratamento. Os níveis de glicose 
apresentaram-se elevados nos ratos diabéticos comparados aos grupos não diabéticos 
(p<0.0001) e não foi afetada pelo tratamento (tabela 3). 
 
Tabela 3 - Características fisiológicas dos animais estudados 
Grupos Peso inicial (g) Peso final (g) •PAS (mmHg) 
Glicemia 
(mmol/L) 
WKY (n=28) 117,2 ± 21,1 288,5 ± 26,0 129,2 ±18,3 9,6 ± 1,2 
SHR (n=27) 70,4 ± 8.4* 196,0 ± 20,7† 152.8 ± 11,1+ 9,1 ± 2,0 
DM-SHR (n=31) 69,9 ± 10,5* 125,4 ± 34,6†‡ 151.1 ± 21,4+ 29,5 ± 4,0# 
DM-SHR TEMPOL 
(n=30) 
68,3 ± 8,0* 107,4 ± 18,5†‡§ 152.6 ± 14,6+ 29,9 ± 6,0# 
 
•PAS: Pressão arterial sistólica. *p<0,0001 vs WKY; †p<0,0001 vs WKY e  ‡p<0,0001 vs 
SHR; §p=0,03 vs DM-SHR; +p=0,003 vs WKY; #p<0,0001 vs SHR e WKY.  
 
 
4.2. Observação da presença de marcadores precoces da retinopatia diabética  
 
 Primeiramente, avaliou-se a possível presença de marcadores precoces da retinopatia 
diabética na retina dos animais dos grupos estudados. Neste estudo foram considerados 
como marcadores, a expressão de proteína acídica fibrilar glial (GFAP) associada à 
neurodegeneraçao e a expressão de fibronectina (FN), observada no acúmulo de matriz extra 
celular. O nível de expressão do GFAP, avaliado por ensaio de western blot, aumentou no 
grupo CT-SHR comparado ao WKY (p=0.001) e este aumento foi exarcebado no grupo 
DM-SHR em relação ao grupo WKY (p=0.0001). O tratamento com TEMPOL preveniu o 
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aumento da expressão de GFAP e apresentou níveis similares ao grupo WKY (p=0.7). 
(Figure 26). Através da técnica de imunohistoquímica, observou-se um aumento da reação 
glial no grupo DM-SHR comparado aos ratos WKY e SHR. O tratamento restabeleceu esta 




Figura 26. (A) Expressão de GFAP em extrato de retina. Os filmes representam ensaios de 
Western e as barras representam a média ± desvio padrão (DP) da densitometria das bandas 
corrigidas pela β-actina e expressa em unidades arbitrárias. (B) Fotomicrografia 
representante da imunolocalização do GFAP em cortes de retina. A presença da intensidade 
da imunoreatividade do GFAP é indicado na cor marrom.  
 
A expressão retiniana de FN aumentou no grupo DM-SHR quando comparado ao 
grupo WKY (p=0.004) e ao grupo CT-SHR (p=0.02). O tratamento com TEMPOL preveniu 





Figura 27. Expressão de FN em extrato de retina. Os filmes representam ensaios de Western 
e as barras representam a média ± desvio padrão (DP) da densitometria das bandas 
corrigidas pela β-actina e expressa em unidades arbitrárias. 
 
 
4.3. Avaliação dos sistemas oxidativo e antioxidante em tecido de retina 
 
O equilíbrio das reações de redução-oxidação (também conhecido como reação 
redox) é necessário para a homeostase entre o sistema oxidante e o sistema antioxidante 
evitando a nitração de proteínas e a lesão oxidativa de lipídeos, proteínas e ácido nucléicos. 
Para a estimação do status oxidativo no tecido retiniano, quantificou-se a produção dos 
ânions superóxido O2-• e óxido nítrico NOx-•. O status antioxidativo foi avaliado através das 
concentrações de GSH e expressão e atividade da Cu-Zn SOD.  
A produção do ânion O2-• na retina, avaliada pelo método quimioluminescente da 
lucigenina, aumentou significativamente no grupo DM-SHR comparado ao grupo WKY 
(p=0.05) e o tratamento com TEMPOL restabeleceu esta produção exarcebada aos níveis 





Figura 28. Produção de superóxido total em tecido de retina obtida pelo método da 
quimioluminescente da lucigenina. O gráfico representa a fotoemissão registrada a cada 12 
segundos por 3 minutos. O pico de produção de superóxido foi observado após 3 minutos da 
adição de lucigenina. As barras representam a media ± o DP.  
 
 
Adicionalmente, a produção do ânion NOx-•, mensurado pelo NOA, apresentou-se 
elevado no grupo DM-SHR em relação aos grupos controles (p=0.004 versos WKY e 
p=0.003 versos SHR), no qual o tratamento com TEMPOL (p=0.01) preveniu este aumento 






Figura 29. Quantificação de produtos estáveis da oxidação do NO, nitrito (NO2-) e nitrato 
(NO3-) presentes no extrato de retina detectados pelo NOA.  
 
 
A defesa antioxidante foi analisada através da expressão e atividade da Cu-Zn SOD e 
quantificação dos níveis de GSH em tecido de retina. Duas isoformas da SOD possuem o 
cofator metálico Cu-Zn em seu centro catalítico e estão localizados nos compartimentos 
citoplasmáticos intracelulares e extracelulares (Zelko e cols., 2002). A redução da expressão 
retiniana da Cu-Zn SOD foi observada no grupo DM-SHR comparado aos grupos WKY 
(p=0.0008) e CT-SHR (p=0.02). Similarmente, a atividade da Cu-Zn SOD diminuiu no 
grupo DM-SHR comparado ao grupo WKY e CT-SHR (p=0.002 e p=0.001 
respectivamente). O tratamento com TEMPOL restaurou a expressão da Cu-Zn SOD no 
grupo DM-SHR comparado ao grupo DM-SHR não tratado (p=0.04) e a atividade no grupo 








Figura 30. (A) Expressão de Cu-Zn SOD em extrato de retina. Os filmes representam 
ensaios de Western e as barras representam a média ± desvio padrão (DP) da densitometria 
das bandas corrigidas pela β-actina e expressa em unidades arbitrárias. (B) Atividade da Cu-
Zn SOD quantificada em extrato proteico de retina estimada pelo kit da Cayman Chemical. 
 
 
Embora a presença de hipertensão ou do diabetes a curto prazo não tenha afetado os 
níveis de GSH na retina (p = 0,4), o tratamento com TEMPOL aumentou a concentração em 
cerca de 47% comparado aos outros grupos (p = 0,01). Este efeito pode ser explicado pelo 
metabolismo do peróxido de hidrogênio pela ação “mimética” da catalase conferida ao 
TEMPOL, a qual diminui a formação de radicais hidroxila, aumentando assim os níveis de 






































































4.4. Detecção da conseqüência do desbalanço entre sistema oxidativo e antioxidante no 
tecido retiniano 
 
Como resultado da reação entre superóxido e óxido nítrico e diminuição da 
expressão e atividade da Cu-Zn SOD, avaliou-se a produção de peroxinitrito através do 
ensaio de imunohistoquímica para NT que esteve exacerbada na retina do grupo DM-SHR 
comparado aos grupos WKY e SHR (p<0.0001 e p=0.0001, respectivamente). Através do 
mecanismo de mimetizar a SOD, o TEMPOL competiu com o NO pelo O2¯ e o dismutou em 
peróxido de hidrogênio e oxigênio, resultando em uma diminuição dos níveis NT no grupo 




































































Figura 32. Fotomicrografia representativa da imunoreatividade da nitrotirosina (NT). A 
presença de NT é indicada na coloração marrom. As barras representam a media ± DP da 








4.5. Investigação da possível via envolvida no mecanismo de proteção conferida pelo 
TEMPOL  
 
O aumento do estresse oxidativo e nitrosativo pode danificar o DNA levando à 
ativação da PARP. Neste estudo a atividade da PARP foi estimada pela detecção dos 
polímeros de poli (ADPribose) através do ensaio de Western blot e imunohistoquímica.  O 
western blot revelou que a presença de hipertensão no CT-SHR aumentou o produto, PAR, 
gerada através da atividade da PARP em comparação aos ratos WKY normotensos (p = 
0,04). A concomitância do diabetes e hipertensão exacerbou este aumento da atividade 
significativamente no grupo DM-SHR SHR (p <0,001 e p = 0,02, comparado com WKY e 
SHR-CT, respectivamente). O tratamento com TEMPOL no DM-SHR restabeleceu aos 
níveis do grupo SHR (p = 0,3) (Figura 33). Como detectada por imunohistoquímica, a 
distribuição de células positivas contendo PAR foi homogênea entre as camadas das células 
ganglionares, nucleares interna e externa. A presença somente da hipertensão ou em 
concomitância com o diabetes revelou um aumento significativo de células positivas da 
retina em relação ao grupo WKY (p = 0,01 e p = 0,006, respectivamente). O tratamento 
durante 20 dias com o mimético da SOD, restabeleceu os níveis normais de proteínas 










Figura 33. (A) A atividade da PARP estimada pela detecção dos produtos, polímeros de poli 
(ADP-ribose) (PAR), em extrato de retina. Os filmes representam os ensaios de Western 
blot e as barras representam a média ± desvio padrão (DP) da densitometria das bandas 
corrigidas pela β-actina e expressa em unidades arbitrárias. (B) Fotomicrografia 
representativa da imunolocalização de PAR em cortes de retina. A presença da 
imunoreatividade de PAR é observada na coloração marrom mais intensa nos núcleos das 
células. As barras representam a média ± DP da porcentagem de positividade de 




4.6. A expressão da óxido nítrico sintase induzida (iNOS) 
 
Estudos têm demonstrado que a i-NOS pode causar quebras no DNA e ativação 
subseqüente da poli (ADP-ribose) polimerase (PARP), que foi recentemente implicado nas 
mudanças precoces na retina diabética (Zheng e cols., 2007). Por outro lado, a PARP-1 pode 
desempenhar o papel fundamental em vários distúrbios agudos e crônicos de inflamação 
(Mabley e cols., 2001) e funcionar como um co-ativador de fatores de transcrição do NF-kB 
e AP-1 resultando na síntese de mediadores pró-inflamatórios (Hassa e cols., 2003) como a 
i-NOS, que produzirá mais óxido nítrico e, posteriormente, peroxinitritos e radicais hidroxila 
altamente reativos que, por sua vez, causarão  danos no material genético na célula-alvo, 
ativando novamente a PARP.  
A isoforma iNOS foi analisada no tecido retiniano através da técnica de western blot. 
Observou-se um aumento significativo da expressão da iNOS no grupo DM-SHR 
comparado ao grupo WKY (p=0.04) e o tratamento com TEMPOL restaurou aos níveis 




Figura 34. (A) Expressão da i-NOS em extrato de retina. Os filmes representam ensaios de 
Western e as barras representam a média ± desvio padrão (DP) da densitometria das bandas 



























































Os resultados apresentados neste trabalho demonstram que a administração sistêmica 
de TEMPOL restabeleceu os parâmetros oxidativos/nitrosativos, conteve a ativação 
exacerbada da atividade da PARP e diminuiu a super regulação da expressão da iNOS na 
retina dos ratos DM-SHR. Como conseqüência, os marcadores precoces da RD, representados 
pelo acúmulo de FN e aumento da expressão de GFAP, foram prevenidos nos ratos tratados 
com TEMPOL.  
 
Depois da hiperglicemia, a HA é o fator de risco independente mais importante 
associado à RD (UKPDS 1998; WESDR, 1998) por este motivo optamos por estudar um 
modelo que combina diabetes e hipertensão com o objetivo de se obter lesões precoces 
caracterizadas na RD em um curto tempo de duração do DM. Nós avaliamos os marcadores 
precoces da RD com o objetivo de demonstrar a presença precoce da RD experimentalmente 
no modelo animal estudado. Escolhemos o GFAP e a FN como marcadores estruturais de 
neurodegeneraçao e lesão vascular, respectivamente. 
 
O GFAP está bem estabelecido como um indicador de estresse retiniano. Estudos têm 
demonstrado o aumento da reação glial envolvendo as células de Müller na retina de 
vertebrados em resposta a retinopatia diabética (Mizutani e cols., 1998). O aumento da 
expressão do GFAP tem sido um evento precoce nas degenerações retinianas (DiLoreto e 
cols., 1995). Semelhante aos astrócitos do cérebro, as células de müller, sintetizam fatores que 
induzem a formação de “tight junctions” e, assim, conferem propriedades de barreira para os 
vasos da retina (Tout e cols., 1993). As células de Müller podem ser um alvo da hiperglicemia 
diabética e, uma possível causa para a disfunção de células neurais e vasculares na retina. 
Neste estudo, o aumento da expressão do GFAP aumentou no grupo SHR e foi ainda mais 
exacerbado no grupo SHR com a presença do diabetes. Um estudo realizado por Sabbatini e 
colaboradores demonstrou que o rato SHR com 14 semanas apresentou aumento da 
imunoreatividade do GFAP, fato este que demonstra a influência da hipertensão na RD 
(Sabbatini e cols., 2002). Embora nosso animal esteja na fase inicial do desenvolvimento da 
HA (5 à 6 semanas), nossos dados demonstram a lesão neural na retina provocada pela HA. 
Como esperado, a expressão desta reação neuroglial foi ainda mais acentuada no grupo SHR 
com a presença do DM. 
 
O espessamento da membrana basal (BM) vascular é a anormalidade estrutural mais 
característica dos pequenos vasos sanguíneos na RD (Martinez-Hernandez e Amenta, 1983). 
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Foi previamente demonstrado que a hiperglicemia aumenta a expressão de componentes da 
BM, FN, colágeno tipo IV, e laminina (Cagliero e cols., 1988) contribuindo para o 
desenvolvimento do espessamento da BM vascular e do aumento da permeabilidade vascular 
da retina (Oshitari e cols., 2006).  A FN é um dos maiores componentes de matriz extra celular 
e desempenha um importante papel nas adesões da matriz (Hynes, 1986). Além de ser 
produzida por células endoteliais, a FN celular também pode ser secretada por uma variedade 
de células, incluindo fibroblastos, células do músculo liso e também por células do epitélio 
pigmentar da retina e da glia (Oshato e cols., 1993). A concentração elevada dos níveis de FN 
circulante no plasma tem sido descrita no DM e é considerada um marcador específico de 
injúria de célula endotelial (Kanters e cols., 2001). Portanto os níveis de FN intraocular 
refletem o dano vascular do olho de pacientes diabéticos (Probst e cols., 2004). Como 
conseqüência, o acúmulo de FN no tecido da retina é uma característica clássica na patogênese 
precoce da RD. Nos resultados deste trabalho, o aumento da expressão de GFAP na retina foi 
detectada mais cedo do que o acúmulo de matriz extracelular (FN) no grupo SHR controle. 
Este fato sugere que a ativação glial pode preceder as alterações vasculares observadas na 
retina de ratos hipertensos. 
 
Estudos anteriores demonstraram que na presença do DM, a PARP aumenta os fatores 
vasoativos, como a endotelina-1 e produção de proteína de ECM, e que a ribosilação da PARP 
está associada com o aumento do estresse oxidativo na retina (Xu e cols., 2008). Embora 
tenha sido descrita pela primeira vez há 40 anos atrás (Chambon e cols., 1963), sua 
importância aumentou quando descobriram a sua mediação na morte neuronal induzida pelo 
óxido nítrico (Zhang e cols.,1994). A geração de ROS danifica o DNA e desencadeia a 
hiperatividade da PARP-1 durante a isquemia. Na patogênese da RD, a isquemia causa 
mudanças estruturais e a quebra da barreira hematoretiniana (Kaur e cols., 2008). A 
hiperativação da PARP-1 provoca a morte celular devido ao acúmulo celular de polímeros de 
ADP-ribose da PARP-1 que causa a translocação do fator de indução de apoptose (AIF) a 
partir da mitocôndria para o núcleo e a ativação de uma via de apoptose independente da 
caspase (Yu e cols., 2002). Em modelos experimentais de isquemia cerebral, o uso de um 
inibidor da PARP-1, PJ34, preservou as junções endoteliais e diminuiu a expressão da 
molécula de adesão ICAM-1, limitando assim a infiltração de leucócitos para cérebro 




O estresse oxidativo é o possível promotor de muitas alterações implicadas na 
patogênese da retinopatia diabética. Com isso, o uso de antioxidantes pode desempenhar uma 
grande defesa contra as anormalidades metabólicas e funcionais da RD. Os antioxidantes 
podem inibir a formação de ROS ou “sequestrar” os radicais livres, ou aumentar a capacidade 
da defesa dos antioxidantes enzimáticos (Kowluru e Chan, 2007). A administração a longo 
prazo de antioxidantes promovem melhoras na retina de ratos diabéticos, como a Nicanartina 
que inibiu a perda de pericito (Hammes e cols., 1997) e o ácido lipóico que atenuou a 
apoptose e diminuiu os níveis de 8-OHdG e (Kowluru e Odenbach, Diabetes 2004). 
Semelhante ao tempo de tratamento do nosso estudo, 3 semanas, o antioxidante ácido lipóico 
foi capaz de normalizar o desbalanço do sistema oxidante e antioxidante e melhorar a função 
da retina de ratos diabéticos (Johnsen e cols., 2008).  
  
O tempol apresenta muitos benefícios comparados aos outros antioxidantes. Em 
contraste com os outros que geralmente são ativos contra apenas uma espécie de radicais, o 
tempol pode reagir com diversos radicais resultantes da geração de ROS/RNS. Ele possui um 
modo catalítico cíclico de ação que “reabastece” a sua capacidade antioxidante, comparado 
aos outros antioxidantes que acabam por esgotar a capacidade antioxidante. Além disso, por 
apresentar baixo peso molecular e ser permeável, tem sido utilizado para a remoção de O2 
intracelular e extracelular diferentes dos outros antioxidantes, que não penetram nas 
membranas celulares efetivamente. Com isso, não é viável a utilização exógena diretamente 
da SOD, pois a adição pode ser imunogênica, não penetrar facilmente nas células e, com 
exceção que ela se ligue a uma proteína ou polietileno glicol, apresenta uma meia vida 
metabólica de apenas alguns minutos (Boccù e cols., 1982). Estudos em animais 
demonstraram que o TEMPOL é livre de efeitos tóxicos graves. Apesar destes efeitos 
aparentemente benéficos em uma ampla gama de modelos animais, o TEMPOL ainda está em 
desenvolvimento para ser utilizado com uma droga humana (Wilcox e Pearlman, 2008). 
Matsumoto e colaboradores testaram os efeitos tóxicos de cinco nitróxidos e o TEMPOL foi o 
menos tóxico (Matsumoto e cols., 2004). Estas doses tóxicas ou letais do TEMPOL são 
aproximadamente 30 vezes superiores à dose terapêutica para redução da pressão arterial. 
Além disso, o TEMPOL não teve efeitos negativos sobre a mutação genética em hamster 
chinês (An e Hsie, 1992). A velocidade constante de reação para o TEMPOL com o O2-, tem 
sido determinada em 3,4 • 105 mol L-1 s-1 (Mitchell e cols., 1990) tornando-se um antioxidante 
muito mais eficaz do que as vitaminas, uma vez que a taxa constante de interação da SOD 
com o O2-, é de cerca de 1,6 - 2,4 • 109 mol L-1 s-1, e da vitamina E com o O2-, aproxima-se 
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0,59 mol L-1 s-1 (Mitchell e cols., 1990). O TEMPOL possui dois locais de reação com o ânion 
OH- que pode ser derivado do ROS como o peroxinitrito. Em culturas de células, o TEMPOL 
age como um mimético da SOD e as protege contra o estresse oxidativo (Samuni e cols., 
1991). Além disso, em culturas de células endoteliais coronárias, a exposição a condições de 
estresse oxidativo leva a um aumento dos produtos finais do NO, ou seja, nitrito e nitrato. A 
presença do TEMPOL reverteu estes efeitos (Vaziri e Ding, 2001).  
 
Em modelos experimentais (Du e cols., 2002) e na retina de pacientes diabéticos (Abu 
e cols., 2001), assim como no fluido vítreo de pacientes diabéticos com RD proliferativa 
(Hernández e cols., 2002) foram relatados um aumento dos níveis dos produtos finais do NO e 
uma super regulação da iNOS. Semelhante a estes relatos, o presente estudo demonstrou que o 
tratamento com TEMPOL reduziu os produtos finais do NO e a produção de superóxido no 
tecido da retina dos ratos DM-SHR.  
 
Estudos demonstram que TEMPOL pode agir através de diversas maneiras contra as 
espécies reativas de oxigênio e nitrogênio além de sua atividade de mimético da superóxido 
dismutase, impedindo a reação de radicais derivados do peroxinitrito (Carrol e cols., 2000), 
facilitando o metabolismo do peróxido de hidrogênio pela ação semelhante a da catalase 
(Krishna e cols., 1996b), limitando a formação de radicais hidroxila tóxicos produzidos por 
reações de Fenton (Glebska e cols., 2001)), melhorando a bioatividade do NO durante a 
hipertensão (Wilcox 2005) e reduzindo a atividade da PARP (Di Paola e cols., 2005).  
 
Neste nosso estudo, os dados sugerem que além de catalisar a dismutação do O2-, o 
tratamento com o TEMPOL agiu como um “scavenger” dos radicais livres de O2-, reduziu a 
geração dos produtos finais do óxido nítrico e aumentou a biossíntese da glutationa, 
restabelecendo o status oxidativo/nitrosativo da retina diabética. Da mesma forma, observou-
se um aumento da expressão e atividade da Cu-Zn SOD na retina dos ratos diabéticos tratados 
com TEMPOL. Mais estudos serão necessários para compreender como a expressão e 
atividade da Cu-Zn SOD foi restabelecida pelo TEMPOL no tecido da retina. Estudos em 
cultura de células e em modelos animais de doenças neurodegenerativas e cardiovasculares, 
câncer e inflamação, bem como diabetes, sugerem que a ativação da PARP é prevenida ou 
revertida por miméticos da superóxido dismutase (Virag e Szabo, 2002; Cuzzocrea e cols., 
2004), “seqüestradores” de radicais hidroxila (Virag e Szabo, 2002; Zingarelli e cols., 2000) e 
catalisadores de decomposição do peroxinitrito (Obrosova e cols., 2005; Alvarez e cols., 
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1994). Estudos experimentais oftalmológicos não muito recentes, demonstraram a associação 
entre o uso do tempol e a diminuição de quebra do DNA, depleção do NAD e ativação da 
PARP sendo eficaz na proteção contra a catarata (Reddan e cols., 1993) e glaucoma 
(Padgaonka e cols., J Glaucoma 1994). Em nosso estudo, o tempol diminuiu o produto da 
reação entre superóxido e óxido nítrico, peroxinitrito, observado pelo ensaio de 
imunohistoquímica para nitrotirosina. A diminuição de espécies reativas radicalares e não 
radicalares pelo Tempol previne o dano de proteínas, lipídeos e DNA. Nesta situação, enzimas 
reparadoras de DNA, como a PARP não será ativada e não haverá sinalização para fatores de 
transcrição e processo inflamatório. Embora o TEMPOL não seja um inibidor específico da 
PARP, a “inibição” da via da PARP pode ser um mecanismo envolvido nos efeitos benéficos 
conferidos pelo TEMPOL. 
                                      
Figura 35. Esquema proposto para demonstrar os mecanismos envolvidos nos benefícios 
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Em conclusão, estes dados revelam que o TEMPOL possui um importante potencial 
terapêutico nas fases iniciais da RD. A administração do nitróxido TEMPOL restabeleceu o 
status redox e impediu o dano oxidativo/nitrosativo. Este efeito promoveu a redução da 
ativação exacerbada da PARP e diminuiu os níveis da expressão super regulada da iNOS nos 
ratos DM-SHR. Como conseqüência, os marcadores estruturais precoces da RD, GFAP e FN, 
foram prevenidos pelo TEMPOL. Os possíveis mecanismos de ação de TEMPOL para 
proteger a retina contra os marcadores precoces da RD sugere ser através da neutralização do 
desbalanço do sistema oxidante/antioxidante, o que acarretou na diminuição da ativação da via 
da PARP na retina dos animais hipertensos e diabéticos. Estes resultados fornecem uma base 
racional para o desenvolvimento com fins farmacológicos do TEMPOL na prevenção e 



























































Os achados deste trabalho demonstram que o tratamento com o antioxidante tempol 
protege a retina das lesões precoces causadas pelo estresse oxidativo. Logo, a compreensão 
obtida deste estudo, e os mecanismos envolvidos, nos permitem inferir que é racional o estudo 
e o desenvolvimento do uso tópico do tempol. O segundo passo deste trabalho será o uso do 
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